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Uber Mugilin 6 
Von 
Shoshi Ota, Kaoru Onoue, Ryozo Hirohata, Takashi Kawachi, 
Yoshihiro Okuda, Seiji Morisawa und Setsuro Fujii 


Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut’ der Universitit Kyushu, Fukuoka, und aus dem Labo- 
ratorium fiir EiweiBchemie der Medizinischen Hochschule, Ube, Kreis Yamaguchi, Japan 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Oktober 1958) 


Herrn Professor K. Thomas zum 75. Geburtstage gewidmet 


Obwohl das Protamin zu den einfachsten Proteinen gehért und ein 
kleines Molekulargewicht (8000—9000) hat, ist die Reihenfolge seiner 
Aminosiuren bisher noch nicht bekannt. Um niihere Kenntnisse dariiber 
zu gewinnen, haben wir mehrmals versucht, Peptide im partiellen Hydro- 
lysat verschiedener Protamine nachzuweisen. Insbesondere ist dabei auf 
die Isolierung von Valinanhydrid! aus Mugilin f?, einem Protamin aus 
den reifen Testikeln von Mugil japonicus Temminck u. Schlegel durch 
den einen von uns (R. H.) hinzuweisen. Felix und seine Mitarbeiter* 
haben schon friiher Arginintetrapeptide aus Clupein isoliert. Der Nach- 
weis eines nur aus Monoaminosiuren bestehenden Polypeptids ist eine 
starke Stiitze fiir die Annahme, daB auch die Argininreste im Protamin- 
molekiil kumuliert sind, obwohl die klassische Theorie Kossels, daB im 
Protamin Arginin und die Monoaminosauren im Verhiltnis 2:1 vor- 
kommen, im strengen Sinne nicht mehr giiltig ist. 

Wir haben in unserem Laboratorium weiter nach solchen Peptiden 
gesucht, die nur aus Monoaminosiuren bestehen. 

Ikoma‘ sowie Ota und Shichiraku® haben schon eine Reihe von 
Peptidbruchstiicken’ des Mugilins 6 papierchromatographisch nach- 
gewiesen. Entgegen der Annahme von Ikoma® gelang es Morisawa’ 
jetzt, Mugilin 6 durch Gegenstromverteilung in zwei Komponenten zu 
trennen: einen Hauptanteil § I und eine kleinere Fraktion # II. 

Wir haben nun Mugilin f I sowohl mit konz. Salzsiure als auch mit 
Trypsin behandelt und die erhaltenen Peptide siiulenchromatographisch 


getrennt. 


1 R. Hirohata, J. Biochemistry [Tokyo] 25, 519 [1937]. 

2 R. Hirohata, J. Biochemistry [Tokyo] 10, 51 [1929]. 

3K. Felix, R. Hirohata u. K. Dirr, diese Z. 218, 269 [1933]. 

4 T. Ikoma, J. Jap. Biochem. Soc. 26, 13 [1954]. 

5 §. Ota u. A.Shichiraku, Hukuoka Acta med. [Hukuoka-Igaku-Zasshi] 
49, 108 [1958]. 

6 T. Ikoma, J. Jap. Biochem. Soc. 26, 460 [1954]. 

7 S. Morisawa, Hukuoka Acta med. [Hukuoka-Igaku-Zasshi] 48, 427 [1957]. 
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In Tab. 1 sind die friiher und in der vorliegenden Arbeit identifizierten 


Peptide zusammengestellt. Daraus lassen sich die folgenden aus Mono- 


Tab. 1. Nach partieller Hydrolyse von Mugilin f identifizierte Peptide. In eckige 


Klammern gesetzte Peptide wurden mehrmals eingetragen. 





















































Autoren | Ikoma* 2 de Eigene Versuche mit Mugilin 6 I 
In NaOH, 
Hydro- | 2n HCl, |100°, 20Stdn.| 4 S c 
lysebe- 100° bzw. __ /10,7nH(C1,37°,|10,7nHCl,37°,| Trypsin, 37° 
dingungen] 3-18 Stdn.|10,7nHCl,37°, 100 Stdn. 72.Stdn. B stin, ‘ 
100 Stdn. 
Ala-pro Arg-ala; Ala-pro-val- | Ala-pro-val- 
Ala-pro-val-| ileu; ileu-arg ; 
‘ileu; Ala-pro; Arg-ala; 
1 Pro-val-ileu | Arg-ala; Tleu-arg 
Ala-(pro, 
val) ; 
Tleu-arg 
Pro-ileu ; [Ileu-arg ] Pro-ileu- Ala-(pro, ileu)- 
9 [Ala-pro]; (arg),—2: arg; 
lleu-arg [Ileu-arg ] Ala-(pro, ileu)- 
arg-arg 
Tleu-pro Arg-glu Arg-glu; Glu-(ser, pro, 
3 2 Arg-arg-glu | ileu)-arg; 
Glu-(ser, pro, 
ileu)-arg-arg 
Thr-ser; Thr-ser ; Thr-ser ; 
4 Ser-arg Ser-arg ? Ser-(arg)n 
Arg-(thr,ser) 
5 Val-val Val-arg; Val-val-arg 
Val-(arg)n ? 
6 Ala-arg [Arg-ala]; [Arg-ala ]; [Arg-ala]; Ala-arg 
Ala-ala Ala-arg Ala-arg 
7 Val-thr Thr-(arg)n 
8 Pro-arg Pro-arg 
9 Arg,; Args| Arg, Arg,; Args | Arg; Args 
Arg,; Args Arg, 
Arg-ser Val-pro-ser | Pro ?-ala; Ala-pro-arg 
10 Pro-ala-x ; 
(Arg),—»-ser 


Bd. 317 (1959) 


aminosiuren bestehenden Peptide ersehen: Ala-pro-val-ileu (Zeile 1), Ala- 
pro-ileu (2), Glu-(ser, ileu-pro) (3), Thr-ser (4), Val-val (5), Ala-ala (6) 
urd Val-thr (7). 

Als aminoendstindiges Peptid wurde Pro-arg durch Dinitropheny- 
lierung und anschlieBende Trypsinverdauung nachgewiesen, was jedoch 
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nicht unbedingt das Vorkommen einer weiteren N-endstaindigen Amino- 
siure ausschlieBt. Als carboxylendstaindige Aminosiure wurde Arginin 
durch Hydrazinolyse nach Akabori® festgestellt. 

Nach Morisawa® und Takeshita?® soll ein Mugilin-f-I-Molekiil 
36 Arginin-, je vier Prolin-, Valin-, Alanin- und Isoleucin-, je zwei Serin- 
und Threonin- sowie je einen Methionin- und Glutaminsiurerest enthalten. 

AuBer den obengenannten Monoaminosiurepeptiden kann man aus 
der Molekiilzahl von Methionin und Isoleucin noch auf die Existenz eines 
analogen, aus je einem Rest dieser beiden Aminosiuren bestehenden 
Peptids schlieBen, obschon wir niemals ein solches Peptid gefunden haben. 

Die Peptide in Zeile 10 der Tab. 1 mégen die Komponenten von 
Verunreinigung sein; jedenfalls ist ihr Vorkommen in einer Hauptkette 
des Mugilins 8 I nicht sehr wahrscheinlich, da sie nur in sehr geringer 
Menge gefunden wurden. 

Die Monoaminosiuren bilden also zweimal Tetra-, einmal Tri- und 
fiinfmal Dipeptide. Solche Anhaufungen von Monoaminosiuren in Pro- 
taminen kann man natiirlich nicht immer erwarten; doch haben Sérm 
und Sormova?! DNP-Pro-ala-ser aus DNP-Clupein und Yamasaki! 
in unserem Laboratorium Pro-ala-ser und Val-ala-ser aus Katsuwonin, 
einem Protamin aus Katsuwonus pelamis L., nachgewiesen. 

Mehr als vier zusammenhiingende Argininreste konnten wir nicht 
auffinden. Das Vorkommen von Argininpentapeptid wurde nur einmal 
von Ikoma‘ mitgeteilt: Eine papierchromatographische Fraktion des 
partiellen Hydrolysats von Mugilin f lieferte bei Rechromatographie in 
einem anderen Lésungsmittel vier Flecken, wovon jeder nach Hydrolyse 
nur Arginin enthielt. [koma hielt diese Flecken fiir aus Arginin be- 
stehende Di-, Tri-, Tetra- und Pentapeptide. Diese Resultate bediirfen 
noch einer genaueren Nachpriifung. Wir vermuten, da das Arginin im 
Mugilin-§-I-Molekiil immer als Tetrapeptid vorkommt. 

Nach den vorliegenden Ergebnissen konnten wir provisorisch die 
folgenden Aminosiuresequenzen 1—8 im Mugilin f I als vorhanden an- 
nehmen, die in noch unbekannter Reihenfolge in der Hauptkette dieses 
Protamins angeordnet sind: 


1. Arg-arg-ala-pro-val-ileu-arg-arg 5. Arg-arg-val-val-arg-arg 
2. Arg-arg-ala-pro-ileu-arg-arg 6. Arg-arg-ala-ala-arg-arg 
3. Arg-arg-glu-(ser, pro-ileu)-arg-arg 7. Arg-arg-val-thr-arg-arg 
4. Arg-arg-thr-ser-arg-arg 8. Arg-arg-(met, ileu)-arg-arg 


Amino-Ende: Pro-arg-arg; Carboxyl-Ende: Arg-arg. 


8 §. Akabori, K. Ohno u.K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 26, 214 [1952]. 

® S. Morisawa, J. Jap. Biochem. Soc. 29, 370 [1957]. 

10 T. Takeshita, Hukuoka Acta med. [Hukuoka-Igaku-Zasshi] 45, 630 
[1954]. 

1 F.S6rm u. Z.Sormova, Collect. czechoslov. chem. Commun. 16, 207 
[1951]. 

128. Yamasaki, Hukuoka Acta med. [Hukuoka-Igaku-Zasshi] 46, 544 
{1955}. 

1* 











S. Ota, K. Onoue, R. Hirohata u. Mitarbeiter, Bd. 317 (1959) 


Beschreibung der Versuche 


Das nach Kossel!* dargestellte und nach Nelson-Gerhardt" gereinigte 
Mugilin B wurde durch Gegenstromverteilung (5 proz. Laurinsiure/Butanol/15proz. 
Natriumacetat) in die Fraktionen 6 I und f II aufgetrennt’. 

Versuch A 

1g Mugilin-6-I-sulfat wurde mit 20 m/ 10,7 n HCl in einem geschlossenen 
Rohrchen 100 Stdn. bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. Nach Entfernung der 
Salzsiure im Vakuumexsikkator wurde das Hydrolysat in Wasser gelost, das wir 
durch eine mit Amberlite XE-64 gefiillte Saule flieBen lieBen, um basische Poly- 
peptide zu entfernen. Der Durchlauf wurde im Vak. eingeengt und an einer Saule 
(0,9 x 200 cm) mit Dowex 50X4 chromatographiert. Die Elution wurde nach 
Thompson” stufenweise mit Ammoniak/Ameisensiure-, Ammoniak/Essigsaure- 
Puffer- und mit 1—4 m Ammoniaklésung durchgefiihrt ; es wurden 2000 Fraktionen 
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Abb. 1. Saulenchromatogramm der Peptide aus Mugilin £8 Inach 100stdg. Hydrolyse 

in konz. Salzsiure bei 37° (Versuch A). Molaritaét und py der Puffergradienten!® sind 

unter der Kurve angegeben. Bei den Gipfeln 1, 2 und 4 ist der OrdinatenmaBstab 
mit 9, 6 bzw. 4 zu multiplizieren. 


zu je 2ml aufgefangen. 0,1—0,25 mi jeder Fraktion wurden mit Natronlauge 
alkalisch gemacht, das Ammoniak in einem Exsikkator vollstandig entfernt und 
nach Moore und Stein" kolorimetriert. Die so erhaltene Elutionskurve zeigt Abb. 1. 
Die Hauptfraktionen, die zu ein und demselben Gipfel gehéren, wurden vereinigt 
und im Vak. destilliert und entsalzt. Ein minimaler Teil des Riickstandes wurde 
papierchromatographiert und mittels Ninhydrin- und Sakaguchi-Reaktion auf 
Einheitlichkeit der Peptide gepriift. Kamen mehreren Flecken (a, b, c) zum Vor- 
schein, so wurde jeder einzeln eluiert. Der Hauptriickstand wurde, wenn ndtig, in 
derselben Weise behandelt und folgendermafen analysiert: 

Aminoendstandige Aminosaiuren: DNP-Methode nach Sanger!’ oder 
Desaminierung mit HNO,. 

Carboxylendstandige Aminosaiuren: Hydrazinolyse nach Akabori', 
zuweilen auch mit Carboxypolypeptidase. 

Gesamt-N, «-Amino-N und Guanidin-N : Azotometrie nach Iwasaki'®. 

Die Resultate zeigen Abb. 1 und Tab. 2. Infolge einer technischen Stérung 
konnten wir die Fraktionen zwischen Gipfel 1 und 2 nicht gewinnen. 


13 A, Kossel, The Protamines and Histones, Longmans, Green & Co. Ltd., 
London, New York, Toronto 1928. 

14 M. Nelson-Gerhardt, diese Z. 105, 265 [1919]. 

15 A. R. Thompson, Biochem. J. 61, 253 [1955]. 

16 §. Moore u. W.H. Stein, J. bio!. Chemistry 192, 663 [1951]. 

17 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 
18 K. Iwasaki, J. Jap. Biochem. Soc. 28, 207 [1952]. 
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Tab. 2. Die nach Abb. 1 getrennten Peptide aus Mugilin BI (Versuch A). Bei 

Gipfel 4—9 wurden die N-endstaindigen Aminosauren durch HNO,-Desaminierung, 

die C-endstaéndigen durch Hydrazinolyse, bei Gipfel 10—19 wurden die N-end- 
staindigen nach der DNP-Methode nachgewiesen. 











Aminosaure 
Gipfel enthaltene Pentid 
Nr. Aminosauren am am P 
N-Ende | C-Ende 
4 Ser, Thr Thr Ser Thr-ser 
5 Ala, Pro, Val Ala is Ala-(pro, val) 
6 Ser, Pro, Val Val Ser Val-pro-ser 
7 Ala, Pro Ala Pro Ala-pro 
9 Ala, Pro, Val, Ileu Ala Tleu Ala-pro-val-ileu* 
ll Arg, Glu Arg Arg-glu 
12 J? Arg, Ser, Thr Arg Arg-(ser, thr) 
b | Arg, Glu ? (Arg, Glu) 
13 Arg, Ser, Thr ? (Arg, Ser, Thr) 
a | Arg, Ser Ser** Ser-arg ? 
14 f Arg, Ala Ala Ala-arg 
e | Arg, Val Val Val-arg 
15 ‘a | Arg, Ala Arg Arg-ala 
{p Arg, Ala, Val ? (Arg, Ala, Val) 
16 J? Arg, Pro, (Thr, Glu)** ? (Arg, Pro, Thr, Glu) 
\b Arg, Pro, (Thr)** ? (Arg, Pro, Thr) 
a | Arg, (Ala, Val, Ileu)** Arg Arg-(ala, val, ileu) 
17 f Arg,(Glu,Ala,Val,Ileu)**| Arg Arg-(glu, ala, val, ileu) 
ce | Arg, Val Val Val-(arg)n ? 
18 Arg, Val : (Arg, Val) 
19 Arg, Ileu Tleu Tleu-arg 














* Mit Carboxypeptidase viel Ileu und wenig Val nachgewiesen. 
** Zeigte einen iuBerst schwachen Fleck. 


Gipfel A und A’ wurden durch Analyse als Artefakte angesehen. Die Gipfel 
1—3 und Gipfel 10 enthielten freie Aminosaéuren (1: Threonin + Serin; 2: Alanin; 
3: Valin; 10: Arginin). Gipfel 8 zeigte bei der Papierchromatographie keinen Flecken. 


Versuch B 


0,6 g Mugilin-6-I-sulfat wurden wie bei Versuch A behandelt, jedoch betrug 
die Hydrolysenzeit 72 Stdn. und die basischen Polypeptide wurden nicht ent- 
fernt. 

Zur Chromatographie diente eine Siule mit den MaBen 1,35 x 200 cm. Die 
Elution erfolgte wie bei Versuch A, jedoch wurde im Anschlu8 an die Ammoniak- 
lésung mit In NaOH eluiert. Es wurden 2400 Fraktionen zu je 4,5 ml auf- 
gefangen. ‘ 

Die Resultate zeigen Abb. 2 und Tab. 3. Die Gipfel 1—5 enthielten freie 
Aminosauren (1: Threonin + Serin; 2: Prolin; 3: Glutaminsiure; 4: Alanin; 5: 
Valin). Der Gipfel 7 enthielt ein Peptid aus 3 Aminosauren. Die carboxylendstandige 
Aminosaure konnte darin jedoch nicht identifiziert werden. Gipfel 19 wies nur 
Ornithintetrapeptid auf, weil das Arginin durch die Natronlauge des Elutionsmittels 
wohl vollstandig in Ornithin umgewandelt worden war. 
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Abb. 2. Séulenchromatogramm der Peptide aus Mugilin 6 I nach 72stdg. Hydrolyse 
in konz. Salzsiure bei 37° (Versuch B). Bei den Gipfeln 1 und 2 ist der Ordinaten- 
maBstab zu verdoppeln. 


Versuch C 


0,2 g Mugilin-6-I-sulfat wurden in m/15 Phosphatpuffer, py 7,8, gelést und 
mit 1,5 mg krist. Trypsin 48 Stdn. bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. Die Ver- 
dauungsprodukte wurden nach Ando!® getrennt: Wir lieBen sie in eine XE-64 
gefillte Saule (1,5 x 40 cm) einflieBen. Als Elutionsmittel wurde Kochsalz in stei- 
gender Konzentration (0,075—2,0m) enthaltender Boratpuffer (pq 8,0) gebraucht. 
AuBerdem wurden zuletzt noch 0,1m Essigsiure und 0,1n HCl benutzt. Vom Eluat 
wurden je 5,8 ml in 200 Réhrchen aufgefangen. Mit je 0,2 ml wurde nach Sakaguchi 
die Elutionskurve aufgestellt (Abb. 3). Die Fraktionen, die zu demselben Gipfel ge- 
hérten, wurden mit ammoniakalischem Phenol extrahiert und das Phenol mit 
Ather entfernt. Der Riickstand wurde papierchromatographiert. Im iibrigen ar- 
beiteten wir wie bei Versuch A und B beschrieben. Die Resultate zeigt Tab. 4. Bei 
Versuch C ist infolge der Spezifizitat des Trypsins die carboxylendstindige Amino- 
siure der Peptide immer Arginin. 








| 8 
A 
EQ 
6 7 i 0 
Abb. 3. Elutionskurve des oD i a an 
mit Trypsin gespaltenen Hy- 0075m-015m~0.25m-0m—-06m —+20m~0In — 
drolysates von Mugilin BI. = —>-Nali —Hl|—— 


19 T, Ando et al., Symposium on the chemical structure of protein, held at 
University Kyushu, Oct. 1956. S. 2. 
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Tab. 4. Die nach Abb. 3 getrennten Peptide aus Mugilin # I nach tryptischer Spal- 
tung (Versuch C). Die Ziffern in Klammern bedeuten Mol.-Verhaltnis, berechnet 
nach 1. c.1618, Die N-terminalen Aminosiuren wurden mit der DNP-Methode!? 


S. Ota, K. Onoue, R. Hirohata u. Mitarbeiter, Bd. 317 (1959) 

















festgestellt. 
: Amino- 
siti enthaltene Aminosauren siure am Polypeptide 
Nr. N-Ende 
1 Ala (1,1), Arg (1,0) Ala Ala-arg 
1, 2,3 Val (2,3), Arg (1,0) - : Val Val-val-arg 
3 {| 4) Pro (0,86), Arg (1,0) Pro Pro-arg 
b) Ala (1,0), Pro (1,2), Arg (3,4) Ala, Arg} Ala-pro-arg+ Arg 
Glu (1,0), Ser (1,07), Glu Glu-(ser, pro, 
4 Pro (1,03), Ileu (1,0), ileu)-arg 
Arg (1,0) 
Ala (1,05), Pro (0,98), ‘ i 
5 { Tleu (1,09), Arg (1,0) Ala Ala-(pro, ileu)-arg 
6 Glu-+ Ser (1,96), Pro (1,04), Glu Glu-(ser, pro, 
Tleu (1,0), Arg (2,0) ileu)-arg-arg 
a) Arg (vor Hydrolyse 1; Arg Arg-arg 
7.8 nach Hydrolyse 2,1) 
. b) Ala (0,92), Pro (1,0), Ala Ala-(pro, ileu)- 
Tleu (1,04), Arg (2,0) = arg-arg 
9 Arg (vor Hydrolyse 1; ro Arg-arg-arg 
{ nach Hydrolyse 3,17) 7 
10 Glu, Ser, Ala, Val, Thr, Ileu, Arg 


Versuch D 


Aminoendstandige Aminosaure: Die DNP-Verbindung des Mugilin--I- 
Sulfats wurde nach Sanger"? hergestellt, gereinigt und die UV-Absorptionskurve 
aufgenommen (Abb. 4). Ihre tryptischen Spaltprodukte zeigten auf dem Papier- 
chromatogramm (Eisessig/Butanol/Wasser 1:4:5) einen Fleck, der Sakaguchi- 
positiv war und etwas héher als DNP-Arginin lag. Das mit 1,5 m Phosphatpuffer 
entwickelte Chromatogramm zeigte einen gelben, Sakaguchi-positiven Fleck, der 
etwas héher als DNP-Prolin lag. Seine Absorptionskurve hatte ein Maximum bei 
375 mu ebenso wie DNP-Mugilin f I selbst, was nach Hashimoto” fiir das Vor- 
liegen eines Prolinpeptids spricht. Die DNP-Verbindung wurde an Talkum ad- 
sorbiert, mit Athanol/1n HCl 1:4 eluiert, mit 62 HCl im geschlossenen Réhrchen 


1d\ A | 


a x | Abb. 4. UV-Absorptionskurve 
1 des DNP-Mugilins £ I. Ordinate: 
Spezif. Extinktionskoeffizient « 


260 jo. HO 30 26°~«=CL20.~S~S:é«).:s«éEit: lie KKonzenttattion 1 g/l und 
Alm) die Schichtdicke 1 cm. 



































2 C. Hashimoto, Bull. chem. Soc. Japan 28, 385 [1955]. 
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24 Stdn. bei 100° hydrolysiert, die enthaltenen Aminosiuren nach Moore und 
Stein?! bestimmt: Prolin und Arginin wurden im Verhaltnis von 1:1,17 gefunden. 

Phenylthiocarbamyl-mugilin 6 I wurde nach Fraenkel-Conrat?? und 
Elliot®* dargestellt und mit 1n HCI bei 100° behandelt, gleichzeitig in die Phenyl- 
thiohydantoin-(PTH-)Verbindung umgewandelt und mit Athylacetat extrahiert. 
Der Auszug wurde weiter mit 6n HCl 16 Stdn. auf 150° erhitzt und papierchromato- 
graphiert. Das Chromatogramm zeigte einen gelben Fleck, der zwar dem in gleicher 
Weise behandelten PTH-Prolinfleck ahnlich war, jedoch einen schwachen Orangeton 
hatte; deshalb ist er nicht mit Sicherheit mit PTH-Prolin zu identifizieren. Das 
Papierchromatogramm der nach dem Extrahieren mit Athylacetat zuriickge- - 
bliebenen und von HCl befreiten Fliissigkeit zeigte PTH-Arginin an (Eisessig/ 
Butanol/Wasser 1:4:5). Der Fleck wurde durch Bespriithen mit Jod- und Natrium- 
azidlésung und anschtieBend mit Starkelésung entfarbt. 

Nach der Absorftionskurve des DNP-Mugilins 6 I und nach der Chromato- 
graphie seines tryptischen Abbauproduktes scheint das N-terminale Peptid Pro-arg 
zu sein. Aber nach den Ergebnissen der Versuche mit PTH-Mugilin 6 I ist Arginin 
als N-terminale Aminosaure nicht auszuschlieBen. AuBerdem zeigte die Azotometrie 
des Mugilins 6 I auch freien Aminostickstoff an. 

Moéglicherweise wurde das N-endstandige Prolin, wegen seiner leichten Hydro- 
lysierbarkeit durch Saure, die bei der Darstellung und Reinigung des Protamins 
sehr oft gebraucht wurde, teilweise abgespalten und die «-NH,-Gruppe des dem 
Prolin nachststehenden Arginins freigemacht. 

Carboxylendstandige Aminosaure : Nach Hydrazinolyse® von Mugilin BI 
ergab die Papierchromatographie einen Ornithin-Fleck, so daB Arginin als die 
C-terminale Aminosaure anzusehen ist. 


Zusammenfassung 


1. Im Mugilin f I befindet sich Prolin am Amino-Ende und Arginin 
am Carboxyl-Ende. Eine andere Aminosiure am N-Ende kann jedoch 
nicht ausgeschlossen werden. 

2. Es werden 8 Peptide. provisorisch angegeben, aus welchen die 
Hauptkette des Mugilins f I aufgebaut ist. 


Summary 


1. Mugiline 6 I has arginine in the C-terminal and proline in the 
N-terminal positions. The presence of yet another N-terminal amino-acid 
cannot definitely be excluded. 

2. The sequence of amino-acids in 8 peptides composing the main 
chain of mugiline f I is provisionally reported. 


Prof. Ryozo Hirohata, Laboratory of Protein Chemistry, Yamaguchi 
Med. School, Ube, Yamaguchi, Japan. 


a1 §. Dicken vi, W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 

22H. Fraenkel-Conrat, J. I. es u. A. L. Levy, in D. Glick, Me- 
thods of Biochem. Analysis Bd. II, S. 383, Interscience Publishers Inc., New 
York 1955. 

23D. E. Elliot u. W.S. Peart, Biochem. J. 65, 246 [1957]. 
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Die Wirkung von 4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) 
auf Neurospora crassa* 
Von 
H. M. Rauen und G. Hess 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Miinster (Westfalen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juni 1959) 


4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) oder Tetramin** besitzt nach Oett el 
und Wilhelm? im Vergleich zu 13 anderen Cytostatica an Tiertumoren 
eine ausgepriigtere cancerostatische Wirkung. Im Hinblick auf diese 
Eigenschaft und seine einfache chemische Konstitution erschien es aus- 
sichtsreich, den biochemischen Wirkungsmechanismus der Cytostase 
durch diese Verbindung zu untersuchen. Hierzu verwendeten wir zu- 
nichst den Horizontalwuchstest mit Neurospora crassa nach Ryan, 
Beadle und Tatum, iiber dessen Eignung zur Hemmungsanalyse wir 
vor kurzem berichteten*. Hier wurde auch die Wirkung von Tetramin 
auf Conidienkeimung und Mycelwuchs beschrieben und der Hemmungs- 
verlauf als a2c2-Typ klassifiziert. 

Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Wirkung von Nicotin- 
siureamid auf das durch Tetramin gehemmte Wachstum von N. crassa 
sowie mit der Aufhebung dieser Hemmung durch solche bivalente Kat- 
ionen, die anorganische Komplemente von Enzymsystemen oder Be- 
standteile von Metalloproteiden sind®. 


Methodik und Vorversuche 


Reines Tetramin stellte uns E. Merck AG, Darmstadt, zur Verfiigung, wofiir 
wir Herrn Dr. W. Schmidt, Medizinisch-Pharmazeutische Abteilungen, auch an 
dieser Stelle danken. Es ist eine farblose Fliissigkeit mit einem an aliphatische Amine 
erinnernden Geruch. Feuchtigkeit und Kohlendioxyd sind wahrend der Lagerung 
auszuschlieBen, da sie polymerisationskatalytisch wirken‘. 


* Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des Kultusministeriums Nordrhein- 
Westfalen. 

** ,,Tetramin BASF oder ,,Versuchspraparat IV/148‘‘ waren friihere Be- 
zeichnungen der Badischen Anilin- & Soda-Fabrik AG fiir dieses Praparat. E. Merck 
AG verwendet jetzt den zweiten Namen. Der Einfachheit halber gebrauchen wir 
hier den ersten. 

1H. Oettel u. G. Wilhelm, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 280, 559 [1957]; Dtsch. med. Wschr. 82, 1461 [1957]. 
2 H. M. Rauen, G. Hess u. J. Mechery, diese Z. 315, 46 [1959]. 

3 Teilweise vorgetragen am 20. 1. 1959 vor dem Arztlichen Verein in Hamburg, 
vgl. Arzteblatt Hamburg 5, 168 [1959]. 

4 Vgl.H. Bestian, in Houben-Weyl, Methoden d. organ. Chemie Bd. XI/2, 
8. 233; Thieme-Verlag, Stuttgart 1958. 
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Uber den Horizontalwuchstest mit N. crassa und den verwendeten Stamm 
vgl. 1. ¢.?. 

Die Titration der Athylenimingruppen beruht auf der raschen Offnung 
der N-C-Bindung in Gegenwart des Thiosulfat-Anions in schwach saurer waBr. 
Lésung®. Ein Aquivalent Thiosulfat wird hierbei durch Bindung an die C-Valenz 
verbraucht. Ausfiihrung: Die auf py 6 eingestellte Lésung des Tetramins 1]a8t man 
in 0,5n Na-Thiosulfat einlaufen und bewahrt die Mischung iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur auf, dann titriert man das nicht verbrauchte Thiosulfat mit 0,5n Jod 
zurick®, 

Vorversuche 


0,lm wa8r. Lésungen von.Tetramin zeigen einen pq-Wert von 10,5. Die 
potentiometrischen Titrationskurven verlaufen analog denen von Athanolamin und 
Triathanolamin, nur liegt der Kurventeil auf der alkalischen Seite tiefer als der des 
Tridthanolamins. Nach Zusatz von 0,5 Aquiv. HCl ist bereits pq 7 erreicht, nach 
0,6 Aquiv. px 6,5 und nach 0,8 Aquiv. px 6,0. Zwischen 1 und 1,2 Aquiv. HCl sinkt 
der po-Wert auf 2 ab. 

Bei dieser und héherer Séurekonzentration liegt also das Imin in der Immo- 
niumform vor. Andere Athylenimine bendtigen hierzu ein molares Verhaltnis von 
Saure: Imin = 3:1?.Bei dem fir N. crassa optimalen Nahrbodenmilieu von py 5,6 
liegt Tetramin demnach zu etwa 90% als Immonium vor. In der Immoniumform 
sind Athyleniminringe sehr viel labiler als in der Iminoform. 

Die Horizontalwuchsversuche dauern im allgemeinen 3—5 Tage. Wir unter- 
suchten daher zuniachst die Stabilitat des Tetramins in Fries-Lésung (vgl. 1. c.) 
bei pH 5,6 und 10,5 mit der Thiosulfat-Methode. Unmittelbar nach Herstellung 
der Tetramin-Lésung (30 mg/ml; py 10,5) fand man die theoretische Menge an 
Athylenimin. Nach Neutralisation mit HCl bis py 5,6 (gemessen mit cer Glas- 
elektrode) waren bereits nur noch 83% des theoretischen Betrages zu titrieren, 
nach 24stdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur noch 37%, nach 48 Stdn. 17% 
und nach 72 Stdn. 10%. Bei px 10,5 verlauft die Abnahme an titrierbarem Athylen- 
imin in den ersten 24 Stdn. wider Erwarten ebenso schnell wie bei py 5,6, dann aber 
langsamer. Die Abnahme an titrierbarem Athylenimin entspricht einer geringen 
pu-Verschiebung nach dem Alkalischen. Das Nahrbodenmilieu (Fries-Lésung mit 
1,5% Agar) mit 10 mg Tetramin/m/ und ohne Beimpfung mit N. crassa zeigt zu 
Versuchsbeginn py 5,65, nach 24 Stdn. im Brutschrank bei 25° py 5,78 und nach 
48 Stdn. px 6,08. Obgleich px 5,6 als optimales Nahrbodenmilieu fiir NV. crassa an- 
gegeben wird, ist die Wuchsgeschwindigkeit des Mycels im px-Bereich von 5,5 bis 
6,5 nahezu gleich®. So kann die Verschiebung von py 5,65 nach 6,08 infolge der 
spontanen chemischen Umwandlung des Tetramins im Nahrboden auf den Wuchs- 
verlauf von N. crassa keinen EinfluB haben. 

Die in zeitlichen Abstanden von 3—4 Wochen von E. Merck bezogenen 
Tetramin-Praparate hatten alle den theoretischen Gehalt an titrierbarem Athylen- 
imin. Sie wurden im Exsikkator im Eisschrank aufbewahrt und zur Entnahme der 
EKinwaagen in Eiswasserbadern gehalten, sowie Sorge dafiir getragen, daB wahrend 
der Einwaagen Feuchtigkeit und CO, nur in geringstem Ma8e auf das Praparat 
einwirken konnten. Bei monatelanger Lagerung veranderte sich der Gehalt an 
Athylenimingruppen nicht, dagegen die Wirkung des Tetramins auf N. crassa be- 
trachtlich. Frische Substanzen hemmten schon bei Vorlagen von jeweils 10 mg/ml 
Nahrboden verschieden stark, zuweilen bestanden Unterschiede im Verhiltnis von 
1 zu 10. Die Hemmung durch Tetramin nahm im Verlauf der Aufbewahrung, sogar 
in zwischendurch nicht geéffneten GefaBen, schnell ab, so daB stetsnach 1—2 Wochen 


5 K. Allen u. W. Seaman, Analytic. Chem. 27, 540 [1955]. 

6 EK. Earley,C. E. O'Rourke, L. B. Clapp, J.0O. Edwards u. B.C. Lawes, 
J. Amer. chem. Soc. 80, 3458 [1958]. 

7 C. E. O'Rourke, L. B. Clapp u. J. O. Edwards, J. Amer. chem. Soc. 78, 
2159 [1956]. 
8 F. J. Ryan, G. W. Beadle u. E. L. Tatum, Amer. J. Bot. 80, 784 [1943]. 
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Lagerung kaum noch eine Hemmung zu beobachten war. Die im folgenden be. 
schriebenen Versuche wurden mit Tetramin-Praparaten durchgefiihrt, die bei Vor- 


lage von 10 mg/ml Nahrboden den Mycelwuchs von J. crassa zwischen 50 und 70% 


hemmten. 
Ergebnisse 
Der Hemmungsverlauf 


In einer friiheren Arbeit? wurde beschrieben, daB Tetramin sowohl 
die Keimungsgeschwindigkeit der Conidien als auch den Mycelwuchs von 
N. crassa hemmt. Der Gesamtverlauf der Hemmung in einem ,,Ver. 
suchs-Block‘‘ mit steigenden Tetramin-Konzentrationen wurde nach 
einem allgemeinen Klassifizierungsprinzip als a2c2-Typ festgelegt, d. h. 
man erhalt lineare Hemmungskurven, deren Neigungswinkel sich bei 
steigender Konzentration verkleinern, und deren Ansatzpunkt auf der 
Abszisse nach rechts verschoben wird. 


Die Wirkung von Nicotinsiureamid, DPN und ATP 


Im Hinblick auf eine im folgenden behandelte Theorie iiber die 
Wirkungsweise der Carcinostase durch Athylenimin-Verbindungen 
wurde untersucht, ob die Wuchshemmung von N. crassa durch Tetramin 
auf gleichzeitigen Zusatz von Nicotinsiureamid vermindert oder 
aufgehoben wird. Die Tabelle gibt nur zwei Reihen aus mehreren 


Wirkung von Nicotinsiureamid auf das durch Tetramin gehemmte Wachstum 

von N. crassa im Horizontalwuchstest (Mycelwachstum in mm). O: Ansatz ohne 

Tetramin, I: Ansatz mit 10 mg Tetramin/m/ Nahrboden, II: 10 mg Tetramin/ml 

Nahrboden + angegebene Mengen Nicotinséureamid (NSA) in y/ml, IIT: ohne Tetra- 
min, nur Nicotinsiureamid in y/ml. 









































Versuch O I II 
y NSA/ml: 0 0 0,01 | 0,05 | 0,1 0,5 1,0 | 5,0 10,0 
a (91,3 Stdn.) 282 17 15 35 51 55 ‘ — — 
b (94 Stdn.) 285 42 — 25 31 49 74 73 62 
Versuch II Til 
» NSA/ml: 25,0 | 50,0 | 100,0 | 250,0} 5,0 | 10,0 | 50,0 | 100,0 | 250,0 
a (91,3 Stdn.) — —_— —~ — 295 295 — — — 
b (94 Stdn.) 2 37 28 0 = — 282 282 280 








gleichsinnigen Versuchen wieder. In den Konzentrationen von 0,5 y 
Nicotinsiureamid/ml Niihrboden wird der Horizontalwuchs bei a von 
17 auf 55 (gegeniiber 282 im ,,Null-Versuch‘‘) und von 1,0 y/ml bei b 
von 42 auf 74 (gegeniiber 285), also nur geringfiigig, beschleunigt. Ober- 
halb dieser maximal wirksamen Nicotinsiureamid-Konzentrationen 
scheint sogar eine Tendenz zur Hemmungsverstirkung zu bestehen 

















(1959) 
en be. 


i Vor. 
1 70% 


wohl 








Bd. 317 (1959) 4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) und Neurospora crassa ——_- 13. 









Die Streubreite zwischen den a- und b-Reihen diirfte durch die verschiedene 
Spontanhydrolyse bzw. Acidolyse (s. spater) des Athyleniminringes des Tetramins 
bedingt sein. Es kommt hierbei aber nicht auf die Konzentration des Nicotinsaure- 
amids an, die eine bestimmte Wirkung ausiibt, sondern auf das Ausmaf der 
,maximalen Partialwirkung“ iiberhaupt. 

DPN hemmt geringfiigig in Mengen zwischen 0,1 und 50 y/ml 
Nihrboden zusatzlich zur Tetramin-Hemmung. 10 y und 50 y DPN/ml 
Nahrboden zeigen allein keine Wirkung. 

ATP, das beim schwach sauren Nahrbodenmilieu spontan in 
ADP +P zerfallt, hemmt zwischen 0,5 y und 50 y zusitzlich zum 
Tetramin, wihrend 10 y und 50 y ATP allein keinen Einflu8 auf den 
Mycelwuchs ausiiben. 


Wirkung bivalenter Kationen 


Nachdem Vorversuche zeigten, da die Wuchshemmung von 
N. crassa durch Tetramin von einigen bivalenten Kationen vollstandig 
aufgehoben wird, wurde diese Wirkung systematisch verfolgt. In der 
Abbildung geben die Schwarzpunktkurven die hemmenden Wirkungen 
der wichtigsten nach den Gruppen des Periodensystems angeordneten 
zweiwertigen Kationen wieder. Erwartungsgemi8 sind Hg?® und Cd?® 
die am meisten toxischen Kationen, wobei die sich iiber zweieinhalb 
Zehnerpotenzen hinziehende Hemmkurve fiir Cd?® gegeniiber den sehr 
steilen fiir Fe?® oder Zn?® besonders auffallt. Am wenigsten toxisch 
wirken die Erdalkalimetall-Ionen. 

Die WeiBpunktkurven zeigen die Wirkungen der gleichen Kationen 
auf die Wuchshemmung durch je 10 mg Tetramin/m/ Nahrboden. Ent- 
hemmend wirken Mg?®, Ca?®, Sr?®, Ba?®, ferner Zn?®, Mn?® und Fe?®. 
Es war nicht zu erwarten, daB Hg?® oder Cd?® enthemmen, dagegen 
fallt auf, daB die komplexophilen Kationen Co*®, Ni?® oder Cu?® keine 
Wirkung zeigen. 

Bei den Versuchen der WeiSpunktkurven gingen wir mit den 
Konzentrationen der Kationen bis an den Bereich heran, in dem diese 
selbst zu hemmen beginnen. In anderen Versuchen legten wir eine 
Kationenkonzentration vor, die selbst schwach hemmt, z. B. 25 wMol 
Mn?¢/m/ Nihrboden oder vollstindig hemmt, z. B. 18 “Mol Zn?¢/ml 
Nahrboden, und fiigten gleichzeitig 10 mg Tetramin/m/ zu. In beiden 
Fallen beobachteten wir eine deutlich geringere Hemmung als der 
Summe der Einzelwirkungen von Kationen und Tetramin entsprechen 
wiirde. Sowohl die obigen als auch diese Versuche waren im normalen 
Schwankungsbereich biologischer Experimente reproduzierbar. 

Um zu priifen, ob diese Wechselwirkungen zwischen Tetramin und 
Kationen in einer Beschleunigung der Ringéffnungsreaktionen durch 
die letzteren beruht, wurden die eingangs behandelten kinetischen Ver- 
suche unter Zusatz von Mg?®, Mn?® und Zn?® wiederholt. Die Stamm- 
lésungen enthielten 0,3m Tetramin und die genannten Kationen (0,03m) 
in Fries-Lésung von pg 5,6. Mit Mg?° und Mn?° verlief die Abnahme an 
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titrierbarem Athylenimin in vier Tagen ebenso schnell wie ohne Kationen, 
mit Zn?® sogar noch etwas langsamer. Die Kationen beschleunigen daher 
die Ringéffnungsreaktion nicht. 


Diskussion 


Obgleich die mit der Thiosulfat-Methode bestimmbare Athylen- 
imin-Konzentration waBriger Tetramin-Lésungen bei pq 5,6 in 72 Stdn. 
um 90% abnimmt, verlaufen die Hemmungskurven mit N. crassa auch 
iiber diese Zeit hinaus geradlinig weiter. Umgekehrt nimmt beim Auf- 
bewahren des reinen Tetramins die Wuchshemmung von JN. crassa in 
1—2 Wochen ab, wihrend der Athyleniminring iiber Monate stabil 
bleibt. 

Die biochemische Wirkung des Tetramins bei NV. crassa kann also 
nicht allein auf dem Vorhandensein des Athyleniminringes beruhen. Aus 
unseren seitherigen Beobachtungen kénnen wir aber nicht schlieBen, ob 
und in welcher Weise die Hydroxylfunktion und die Vinylfunktion des 
Tetramins am cytostatischen Gesamteffekt bei N. crassa beteiligt sind. 

DaB die Vinylgruppe des Tetramins fiir biochemische Wirkungen 
von Bedeutung ist, folgt aus den Beobachtungen von Oettel®, nach 
denen das dem Tetramin entsprechende Butanolderivat bei Ratten- 
tumoren wirkungslos war. An JN. crassa konnten wir dieses Derivat noch 
nicht priifen. 

Der Wirkungsverlust waihrend der Lagerung des Tetramins bei Er- 
haltung des Athyleniminringes lieBe sich befriedigend durch die An- 
nahme einer Allylumlagerung R-CH(OH):-CH:CH,—> R:CH:CH:CH,OH 
erkliren. 

Unter den zahlreichen Reaktionen des Athyleniminringes? ist fiir 
die biochemischen Wirkungen eine Ringspaltung unter Addition eines 
nucleophilen Ions oder einer entsprechenden Molekelgruppe die wich- 
tigste. Fiir die Zellfunktion primar bedeutungsvolle Substanzen werden 
durch diese Additionsreaktionen an den funktionellen Gruppen alky- 
liert?®. Der Gesamtvorgang folgt der Gleichung: 


Ba o “Cie 
R—N’ | + Hexe + R—N’ |— -— R-NH-CH,-CH,-X 
CH, H\Cu, 


Voraussetzung fiir die Ringspaltung und die damit verbundene 
Anionen-Addition ist der Ubergang des Athylenimins in die Immonium- 
form. Sie liegt beim Tetramin im Nihrboden fiir NV. crassa bei pg 5,6 zu 
etwa 90% vor. Nun verliuft die zur Cytostase fiihrende Alkylierungs- 
reaktion innerhalb der Zelle unter Verbrauch der durch die Zellmembran 


® H. Oettel, Angew. Chem. 71, 222 [1959]. 

10 Zum Wirkungsmechanismus der Athylenimine und anderer Radiomimetica 
vgl. z. B. Z.M. Bacq u. P. Alexander, Fundamentals of Radiobiology S. 190 ff., 
Butterworth Sci. Publ., London 1958. Jetzt auch in deutscher Ubersetzung bei 
Georg Thieme, Stuttgart. 
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penetrierten Menge an Tetramin. Diese jedoch ist abhingig von der im 
Niahrboden vorhandenen Konzentration. Wihrend der Inkubation wird 
aber ein von der Konzentration und den molaren Bedingungen abhiin- 
giger Anteil an Tetramin im Nihrboden hydrolytisch oder acidolytisch 
gespalten. 

Hydrolyse und Acidolyse von Athyleniminen sind kinetisch ein. 
gehend untersucht. Sie sind voneinander zu unterscheiden, denn die 
Hydrolyse folgt dem Reaktionstyp 1. Ordnung und verliuft lang. 
samer als die nach der 2. Ordnung verlaufende Acidolyse!. Diese Vor- 
gange sind Zeitreaktionen und fiiliren zu einem Gleichgewichtszustand. 
Neben unverandertem Tetramin liegen dann Verbindungen des Typus 
CH,:CH-CH(OH)-CH,-NH-CH,-CH,X (X =OH, Cl u.a.) vor. 

Neben diesen Vousinaen btemte Tetramin, analog anderen Athylen- 
iminen oder N-Lost-Verbindungen unter Offnung “der Ringe zweier 
Molekeln und Zusammenlagerung dimerisieren!*. Es wiirde ein N.N’- 
disubstituiertes Piperazinium mit den Substituenten —CH,-CH(OH)- 
-CH:CH, entstehen. Die zur Cytostase fiihrende Reaktion bestiinde 
dann in der ,,Vernetzung“ zweier Molekeln von Zellsubstanzen unter 
Addition an die bilateralen Vinylgruppen. Ob das Dimerisat wirklich 
entsteht und ob die skizzierte Reaktion eintritt, muB8 weiteren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. 

Da mit der Thiosulfat-Methode nur die Spaltung des Athylen- 
iminringes verfolzt wird, kénnen wir nichts dariiber aussagen, in welchem 
Mae hydrolytische oder acidolytische Reaktionsprodukte neben einem 
etwaigen Dimerisat entstehen. Wahrend Athyleniminverbindungen in 
geringen Konzentrationen starke cytostatische Effekte ausiiben, diirfte 
dem aliphatischen Amin mit X =OH keine und dem mit X =Cl, ein 
, Semi-Lost‘‘, eine gewisse biochemische Bedeutung zukommen. Zwar 
wirkt nach unseren Beobachtungen ein mit Salzsiure erhaltenes ,,Semi- 
Lost“ mit X =Cl auf den Mycelwuchs von JN. crassa nicht hemmend 
(trotz intakter Vinylgruppe), und nach Oettel® bei Rattentumoren 
etwas schwicher cancerostatisch als Tetramin selbst. 

Hierdurch erscheint es zunichst geboten, als hauptsichliches 
cytostatisches Agens intaktes Tetramin anzunehmen, und es erhebt sich 
nun die Frage nach den Reaktionspartnern dieses Agens in der Zelle. 
Alexander? findet eine in-vitro-Reaktion einer Reihe von Radio- 
mimetica, darunter auch Athyleniminen mit ein und mehreren Athylen- 
iminringen, mit Substanzen, die elektronenreiche Gruppierungen ent- 
halten, so z. B. mit den sekundiiren Phosphatgruppen der Ribonuclein- 
siiure und den ungeladenen Aminogruppen von Serumalbumin. Seine 
Hypothese, daB auch in vivo benachbarte oder alternierende Phosphat- 

di der Ribonucleinsiure durch bifunktionelle Athylenimine ver- 


u V.B. Schatz u. L. B. Clapp, J. Amer. chem. Soc. 77, 5113 [1955]. 

12 W. E. Hanly u. H. N. Rydon, J. chem. Soc. [London] 1947, 513; s. auch 
J. A. Hendry, R. F. Homer, F. L. Rose u. A. L. Walpole, Brit. J. Pharmacol. 
Chemotherapy 2, 357 [1951]. 
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estert und Aminogruppen von Proteinen alkyliert werden, bedarf jedoch 

noch der Bestatigung. Aber auch mit Alkylierungen niedrigmolekularer 
Zellbestandteile ist gerechnet worden. Nach Roitt!® sowie nach 
Holzer und Mitarbeitern!4 hemmen carcinostatisch wirksame Athylen- 
imine die Glykolyse von Ascitestumorzellen durch Erniedrigung ihres 
DPN-Gehaltes. Diese wird durch eine Alkylierung des Nicotinsiure- 
amids am Pyridin-N erklirt, das dann nicht mehr zur Biosynthese 
von DPN verwendbar ist?®. 

Wiire die Blockierung der Biosynthese von DPN durch Athylenimin- 
Verbindungen die einzige Ursache der Cytostase, dann sollte die Wuchs- 
hemmung von N. crassa durch Zusatz von Nicotinsiiureamid oder DPN 
aufzuheben sein. Das ist jedoch nicht der Fall, obgleich eine ganz geringe 
Wirkung zu erkennen ist. 

Oettel fand, daB die tumorhemmende Wirkung einer prophylak- 
tischen Tetramin-Gabe am Yoshida- oder Jensen-Sarkom durch nach- 
folgende tigliche Injektionen von 100mg Nicotinséureamid pro kg 
Tier nicht aufgehoben wird®. 

Die Hauptursache der Cytostase muB demnach in einer anderen 
Reaktion gesehen werden als in der der Alkylierung von Nicotinsiure- 
amid. 

Indirekte Hinweise auf diese Reaktion werden die Wirkungen der 
bivalenten Kationen geben kénnen. Sieht man von der Annahme ab, 
daB sie einen ,,Membrandichtungseffekt‘‘ an der Neurospora-Zelle gegen- 
iiber Tetramin auslésen, kénnen sie theoretisch an zwei Punkten der 
vorher diskutierten chemischen Reaktionen angreifen: entweder sie 
beschleunigen die hydrolytische bzw. acidolytische Ringspaltung des 
Tetramins im Nihrboden, so daB es nicht zu einer geniigenden Menge 
an unmittelbar in der lebenden Zelle reagierenden Verbindungen 
kommt, oder sie verhindern die Reaktion des Tetramins in der Zelle mit 
seinen bevorzugten Reaktionspartnern. 

Die erste Alternative ist auszuschlieBen, da die Geschwindigkeit 
der Abnahme an titrierbarem Athylenimin durch Mg?*, Zn?® und Mn?¢ 
nicht beschleunigt wird. So bleibt nur die Annahme iibrig, daB die 
bivalenten Kationen entweder mit dem Tetramin selbst oder den reak- 
tiven Gruppen der Zellsubstanzen chelieren, so daB es zu keiner chemi- 
schen Reaktion kommt. 

Von besonderem Interesse diirfte es sein, daB nur Mg?®, Ca?® (und 
ersatzweise Ba?®, Sr2°), sowie Zn2®, Mn?® und Fe?® die Cytostase ver- 
hindern, d.h. ,,biologische‘‘ Kationen, die besondere Affinititen zu 
Proteinen besitzen. Diese Wirkung ist von allgemeiner Bedeutung, denn 
in den folgenden Arbeiten wird gezeigt werden, daB sie auch die Hem- 
mung durch andere Athylenimine aufheben. 


13 T. M. Roitt, Biochem. J. 68, 300 [1956]. 
14H. Holzer, P. Glogner u. G. Sedlmayr, Biochem. Z. 330, 59 [1958]. 
15 H. Holzer, W. Duntze u. S. Frank, Angew. Chem. 70, 746 [1958]. 
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Zusammenfassung 


1. Die cytostatische Wirkung von 4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) 
bei Neurospora crassa ist nicht an das Vorhandensein des Athylenimin. 
ringes allein gebunden, sondern es ist an ihr wahrscheinlich auch die 
Vinylgruppe beteiligt. 

2. Nicotinsiureamid und DPN vermégen die Cytostase durch 
4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) nur geringfiigig zu verhindern. 

3. Die Wuchshemmung wird durch Mg?®, Ca2®, Ba2®, Sr2®, Zn2°, 
Mn?* und Fe?® aufgehoben, aber nicht durch Cu?®, Be?®, Cd2®, Hg?e, 
Co*® und Ni?°. 

Summary 


1. The cytostatic action of 4-ethyleneimino-buten-(1)-ol-(3) on 
Neurospora crassa is not dependent on the ethyleneimino-ring alone: 
the vinylgroup is probably also involved. 

2. Nicotinamide and DPN can prevent cytostase caused by 4- 
ethyleneimino-buten-(1)-ol-(3) only to a small extent. 

3. The cytostatic action is oe by Mg?®, Ca2°, Ba2°, Sr?¢, 
Zn?° Mn*® and Fe?®, but not by Cu?°, Be?®, Cd2°, Hg?°, Co2® and Ni?*, 


Prof. Dr. H. M. Rauen, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit 
Miinster, Westf., Waldeyerstr. 15. 
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Die Wirkung von Athylenimino-p-benzochinonen auf 
Neurospora crassa 
Kurze Mitteilung 
Von 
H. M. Rauen und G. Hess 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster (Westfalen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juni 1959) 

Die carcinostatisch wirksamen Athylenimino-benzochinone!?* vereinigen die 
Wirkungen der wuchshemmenden Chinone* und der alkylierenden bzw. ,,ver- 
netzenden“’ Athylenimine®. Im Anschlu8 an die in der voranstehenden Arbeit® 
beschriebenen Untersuchungen iiber den biochemischen Wirkungsmechanismus von 
4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) an Neurospora crassa priften wir auch 2.5-Bis- 
[B-methoxy-athoxy ]-3.6-bis-athylenimino-benzochinon-(1.4) (Bayer E 39 solubile) 
(I) und Tris-athylenimino-benzochinon-(1.4) (1I)?* auf ihre Wirkungen gegeniiber 

o' . O 
SN, Py O-CH,-CH,-OCH, »N, NC 
wag 4 NC 
O ee O 
I II 


H,CO-CH,-CH,O” 


N. crassa. Leider verandern sich diese Verbindungen im Nahrmedium fiir NV. crassa 
von px 5,6 rasch. Die urspriingliche blauviolette Farbe blaBt in 24—48 Stdn., je 
nach Anfangskonzentration, bis auf einen rosa Farbton ab, und damit geht die 
hemmende Wirkung auf N. crassa verloren. Ist ein bestimmter Schwellenwert unter- 
schritten, dann wachst das Mycel mit der normalen Geschwindigkeit von etwa 
4mm/Stde. Die Wuchskurven der Ansatze mit steigenden Konzentrationen an 
I und II sind gegeniiber der ,,O-Kurve“ parallel verschoben. Durch die Labilitat 
von I und II sind die Ergebnisse quantitativ nicht reproduzierbar und sollen hier 
nur qualitativ beschrieben werden. 

In aquimolaren Mengen hemmt I starker als p-Chinon und II deutlich 
starker als I. Zur 50—80proz. Wuchshemmung geniigen bereits 0,17—0,21 Mol IT 
(40—50 y/ml). Die Hemmung wird durch Nicotinsiureamid und DPN partiell 


18. Petersen, W.GauB u. E. Urbschat, Angew. Chem. 67, 217 [1955]. 
2 W. GauB u. S. Petersen, Angew. Chem. 69, 252 [1957]. 

3 Zur klinischen Priifung s. G. Domagk, Krebsarzt 13, 1 [1958]; Miinchener 
med. Wschr. 100, 16 [1958]. 

4 F. E. Lehmann, Experientia [Basel] 8, 223 [1947]. 

5 J. A.Hendry, R.F.Homer, F.L. Rose u. A. L. Walpole, Brit. J. 
Pharmacol. Chemotherapy 6, 357 [1951]. 

6 H. M. Rauen u. G. Hess, diese Z. 317, 10 [1959], vorstehend. 

_ 7 Herrn Prof. Dr. G. Domagk, Wuppertal-Elberfeld, danken wir sehr fiir die 
Uberlassung der Substanzen. 

8 Vel. hierzu auch W. Gau8B u.S. Petersen, Angew. Chem. 70, 703 [1958]. 
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aufgehoben, und zwar deutlicher als diejenige von 4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3), 
Weiter enthemmen bei Vorlage von 0,17 «Mol II etwa die gleichen molaren Mengen 
an Cystein und Glutathion sowie etwa die doppelte Menge L-Ascorbinsaure villig, 
Von bivalenten Kationen beseitigen 4 Mol Fe”® vollstandig, 40 wMol Ca?® zy 
etwa zwei Drittel und 20 uMol Ca?® oder 10 uMol Mg?® etwa zur Halfte die hem. 
mende Wirkung von 0,17 uMol II. 

Nach diesen Ergebnissen diirfte die enthemmende Wirkung von Cystein, 
Glutathion, t-Ascorbinsaure und vielleicht auch Fe®® auf der Reduktion der 
Chinon-Konfiguration und diejenige der bivalenten Kationen sowie von Nicotin. 
siureamid und DPN auf der Interferenz mit den Athylenimingruppen beruhen 
(vgl. hierzu 1. c.°). . ; 

Die hier beschriebene Wirkung der bivalenten Kationen ist im Hinblick auf 
die korrespondierende Wirkung bei 4-Athylenimino-buten-(1)-ol-(3) interessant*, 
sowie bei 2.4.6-Tris-athylenimino-1.3.5-triazin, iiber die wir spater berichten, 

Analog wie 2.5-Bis-aéthylenimino-benzochinon-(1.4) bei Drosophila® wirkt 
auch II bei N. crassa mutagen. Eine von uns aus dem Wildstamm 3177-4A er. 
haltene Mutante Ra 1800 wachst in ,,Tagesschiiben‘“°. Uber ihre biochemischen 
und biologischen Eigenschaften wird ebenfalls in Kiirze berichtet. 


Zusammenfassung 


Athylenimino-p-chinone hemmen den Mycelwuchs von N. crassa. Die Hem. 
mung wird durch Cystein, Glutathion, L-Ascorbinsaéure und Fe® vollstandig und 
durch Nicotinséureamid, DPN, Ca”® und Mg”® partiell aufgehoben. 


Summary 
Ethyleneimino-p-quinones inhibit the growth of the mycelium of Neurospora 
crassa. The inhibition is totally abolished by cysteine, glutathione, L-ascorbic acid 
and Fe”® and partially by nicotinamide, DPN, Ca?® and Mg”®. 


Prof. Dr. H. M. Rauen, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit 
Miinster, Westf., WaldeyerstraBe 15. 


® H. Liiers, Naturwissenschaften 43, 206 [1956]. 
10 Vorgetragen am 20. 1. 1959 vor dem Arztlichen Verein in Hamburg, vgl. 
Hamburger Arzteblatt 5, 168 [1959]. 
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Chromatographisches Verhalten organischer Substanzen 
verschiedener Verbindungsklassen gegeniiber Polyamid 


Von 
Horst Endres, Wolfgang Gra8mann und Manfred Oppelt* 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Juni 1959) 


Polyamidpulver hat sich in jiingster Zeit ausgezeichnet fiir die Tren- 
nung und Isolierung verschiedener phenolischer Stoffklassen, wie ein- 
fache Phenole!?, Gerbstoffe?-*, Flavone?’, Isoflavone®, Flavonole®, 
Chalkone®, Pflanzenfarbstoffe!® und Phenolformaldehyd-Kondensa- 
tionsprodukte® bewihrt. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Tren- 
nung von DNP-Aminosiuren und DNP-Peptiden, wie Hérmann und 
v. Portatius" zeigen konnten. Die Adsorption der phenolischen Ver- 
bindungen an Polyamid beruht auf der Ausbildung von Wasserstoff- 
briicken zwischen der phenolischen Hydroxylgruppe und der Amidbin- 
dung. Die Bindung zum Polymeren ist fiir die einzelnen Phenole verschie- 
den fest und kann in einigen Fillen bereits mit Wasser, in anderen mit 
Gemischen von Wasser und organischen Lésungsmitteln gelést werden. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir weitere Verbindungen nicht- 
phenolischen Charakters untersucht, die teils Wasserstoffbriicken zum 


* Teil der Dissertat. von M. Oppelt, Universitit Miinchen, Mai 1958. 
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Polyamid ausbilden kénnen und teils durch andere zwischenmolekulare 
Krafte wie Dipol-Dipol-Anziehung an das Polyamid adsorbiert werden, 

Als Polyamid wurde Perlon L (Polycaprolactam) der Farbwerke 
Hoechst, Werk Bobingen, beniitzt. Als Losungsmittel wurden Wasser| 
Methanol 1:1, Wasser/Aceton 1:1, Methanol und Aceton verwendet. So- 
weit die Verbindungen in Wasser léslich waren, wurden sie sowohl damit 
wie auch mit den organischen Lésungsmittelgemischen eluiert. Zeigien 
die untersuchten Substanzen dabei in Wasser schon einen Ry-Wert von 
1 oder nahe daran, so wurde von einer Elution mit organischen Lésungs. 
mitteln abgesehen, da nach den bisherigen Ergebnissen keine langsamere 
Elution erwartet werden konnte. In den seltenen Fallen, in denen die 
Substanzen mit den genannten organischen Liésungsmitteln nicht eluiert 
wurden, haben wir Dimethylformamid angewendet, mit dem wir bei 
Gerbstoffen sehr gute Erfolge erzielt hatten*®!*. Dabei zeigt sich mei- 
stens, daB solche mit hoher Affinitit gebundenen Substanzen zwar eluiert 
werden kénnen, aber die Banden sind auf der Siule stark verwaschen. 
Inzwischen konnte jedoch mit Gemischen aus -Dimethylformamid, Eis- 
essig, Wasser und Alkohol die Trennung von DNP-Verbindungen durch. 
gefiihrt werden", was mit reinem Dimethylformamid nicht médglich 
war'3, 


Tab. 1. Ry-Werte verschiedener aliphatischer und aromatischer Carbonsauren 
an Polyamid. 








Methanol/| Aceton/ 
Substanz Wasser | Wasser | Wasser | Methanol] Aceton | Test* 
1:1 1:1 

Propionsaure 1,00 1,00 —- — —- b 
Buttersaure 0,95 1,00 — — — b 
Capronsaure 0,92 0,96 — _ — b 
Stearinsaure — — — 1,00 — d 
Bernsteinsaure 0,86 1,00 0,96 1,00 1,00 b 
Glutarsaure 0,71 0,88 0,74 1,00 1,00 b 
Adipinsaure 0,67 0,83 0,69 1,00 1,00 b 
Gluconsaure 0,82 0,90 0,89 1,00 1,00 b 
Weinsaure 0,90 1,00 0,95 1,00 1,00 b 
Phenylessigsiure —_— 0,67 0,71 1,00 1,00 b 
Benzoesaure — 0,56 0,65 0,85 0,90 b 
a-Naphthoesaure — 0,27 0,32 0,36 0,50 b 
Salicylsiure — 0,60 0,58 0,87 0,92 a, b 
p-Hydroxy- 

benzoesaure — 0,34 0,44 0,72 0,59 a, b 
Phthalsaure — 0,60 0,74 ),95 0,95 b 




















* Nachweis der cinzelnen Verbindungen s. S. 28. 
Wie aus Tab. 1 zu entnehmen ist, laufen die niedrigen aliphati- 
schen Monocarbonsiuren mit Wasser praktisch mit der Lésungs- 


22 R. Brockhaus, Dissertat. Universitit Miinchen 1959. 
18 M. Oppelt, Dissertat. Universitat Miinchen, Mai 1958. 
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<ulare § mittelfront. Es ist eine geringe Zunahme der Adsorption mit zunehmender 
erden, § Kettenlainge festzustellen; diese ist aber zu gering, als daB dadurch Tren- 
werke J nungen an der Polyamidsiule erreicht werden kénnten. Hinzu kommt, 
asser/ daB die Saiuren nicht als scharfe Banden eluiert werden, sondern diese 
t. So. § nach riickwiirts sehr verwaschen sind. 

lainit Auch Carelli, Liquori und Mele? haben bereits eine Frontal- 
‘igien § analyse einer Mischung von Propionsiure, Buttersiiure und Capronsiure 
t von § an Polyamid beschrieben. Dem von ihnen erhaltenen Auslaufchromato- 
ungs- § gramm ist ebenfalls zu entnehmen, da’ mit steigender Kettenlinge die 
mere § Affinitait der Carbonsiure zum Polyamid zunimmt. T. Vickerstaff", 
n die § der die Adsorption verschiedener einbasiger Siuren an Wolle in Abhin- 
uiert § gigkeit vom Molekulargewicht durch Ermittlung der Adsorptionswirme 
r bei § untersucht, findet eine Zunahme der Affinitat mit steigendem Molekular- 











































mei- § gewicht. 

uiert Die Affinitaét der aliphatischen Dicarbonsauren zum Polyamid 
hen. ist, wie die niedrigeren Ry-Werte zeigen, gréBer als die der Monocarbon- 
Eis- siuren. Auch hier beobachtet man ein Abfallen der Ry-Werte mit stei- 
irch- § gender Kettenlinge. Ob dabei die Dicarbonsaure nicht nur vernetzend 


slich § mit den Amidgruppen zweier benachbarter Polyamidketten, sondern 
auch, was von einer bestimmten Kettenlainge der Dicarbonsiure ab még- 
lich wire, mit benachbarten Amidgruppen innerhalb einer Kette in Be- 
-" zichung treten, kann vorerst nicht eindeutig entschieden werden. 

Wie der Vergleich von Bernsteinsiure mit Weinsaiure oder der von 
Capronsdiure mit Gluconsiure zeigt, setzen aliphatische Hydroxyl- 
st * gruppen die Affinitaét zum Polyamid herab, sei es wegen der Ausbildung 
intramolekularer Wasserstoffbriicken zum Carboxyl oder, was wahr- 
scheinlicher ist, wegen der Steigerung des hydrophilen Charakters, wo- 
durch die Affinitit zur wiBrigen Phase erhéht wird. Dem entspricht auch 
das Verhalten von Glucose und Fructose, die bereits mit der Lésungs- 
mittelfront wandern. Auch Aminosauren — es wurden Alanin, Leucin, 
Serin, Lysin, Arginin, Tyrosin, Prolin, Hydroxyprolin und Asparagin- 
siure untersucht — werden mit der Lésungsmittelfront eluiert. Dafiir 
wird vor allem die Zwitterionenstruktur der Aminosiuren verantwortlich 
sein. So ist es auch zu erkliaren, daB Tyrosin, trotz seiner phenolischen 
Hydroxylgruppe keine Affinitét zum Polyamid aufweist, wie bereits 
GraBmann, Hérmann und Hart]? gezeigt haben. 

Aromatische Substanzen zeigen wegen der Beeinflussung der beweg- 
lichen z-Elektronen im aromatischen System durch den jeweiligen Sub- 
stituenten gegeniiber den entsprechenden aliphatischen Verbindungen 
mehr oder minder grofe Unterschiede in ihrem Verhalten gegeniiber Poly- 
amid. So weisen die aromatischen Carbonsauren im Verhiltnis zu 
den aliphatischen Carbonsiiuren eine erhéhte Affinitat zum Polyamid auf. 
ny Benzoesaure hat in Methanol/Wasser 1:1 etwa den gleichen Ry-Wert wie 
Phenol (0,66), so daB man mit einer der phenolischen Hydroxylgruppe 


4 T. Vickerstaff, J. Soc. Dyers Colourists 69, 279 [1953]. 
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entsprechenden Wasserstoffbriicke von der Siuregruppe zur Amidbin. 
dung rechnen muB. Dafiir spricht auch, dab die Natriumsalze der aroma. 
tischen Siuren — wie die der Phenole — in schwach alkalischer Lésung 
mit der Lésungsmittelfront laufen. Bei den freien Saéuren zeigt sich aber 
auch der bei phenolischen o-Dihydroxy-Verbindungen festgestellte Ein. 
fluB der intermolekularen Wasserstoffbriicken auf die Affinitat zur Amid. 
bindung. So verhalten sich Phthalsiiure und Salicylsiure nicht wie Ver. 
bindungen, die zwei Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen, sondern zei- 
gen einen Ry-Wert, der mit-dem der Benzoesiure iibereinstimmt. Bei 
ihnen kann die in ortho-Stellung stehende zweite Gruppe, die gleichfalls 
zur Wasserstoffbriickenbildung befihigt wire, wegen intramolekularer 
Wechselwirkung keine Nebenvalenzkrifte zur Amidbindung ausbilden. 
Dagegen wird die p-Hydroxy-benzoesiiure bedeutend langsamer eluiert, 
da hier beide Substituenten durch Wasserstoffbriicken zur Amidbindung 
des Polyamids in Beziehung treten kénnen. Das zur Phthalsaure analoge 
Beispiel, die Terephthalsiure war wegen ihrer Schwer- bzw. Unléslichkeit 
in den verwendeten Lésungsmitteln nicht zum -Vergleich heranzuziehen. 

Vergleicht man das Verhalten von Benzoesiure mit Naphthoesaure 
(Tab. 1) gegeniiber Polyamid oder das von Benzolsulfonsaéure bzw. p- 
Toluolsulfonsiure mit Naphthalin-f-sulfonsiure (Tab. 2), so ist ein 
starker Anstieg der Affinitat beim Ubergang zum mehrkernigen aro- 
matischen System festzustellen. Der gleiche Unterschied, der auch 
schon bei den Phenolen beobachtet werden kann, zeigt sich auch zwischen 
Anilin und £-Naphthylamin. 

Bereits Speakmann und Elliot!® haben beim Vergleich der Auf- 
nahme einfacher aromatischer Sulfonsiiuren an Wolle gegeniiber derjeni- 
gen von Salzsiure festgestellt, dafs umso mehr Siure gebunden wird, je 
groBer im Siuremolekiil der aromatische Anteil ist. Besonders deutlich 
ist dieser Effekt beim isoelektrischen Punkt der Wolle (p#5,3), wo eine 
Tonenanziehung nicht mehr in Frage kommt. Aus der bereits erwahnten 
Arbeit von Vickerstaff* geht ebenfalls hervor, daB die Affinitatswerte 
fiir Monosulfonsaiuren des Benzols und seiner Derivate zu Wolle viel héher 
sind, als diejenigen der nicht aromatischen Siuren. Die héchsten Affini- 
tiitswerte aber werden von Vickerstaff bei den Monosulfonsiuren des 
Naphthalins gefunden. 

Da im Polyamid lediglich die am Ende der Polyamidkette stehenden 
freien Gruppen in der Ionenform vorliegen kénnen, ist die Fahigkeit des 
Polyamids zur elektrovalenten Bindung der Saiure wohl zu vernachlissi- 
gen. Die hohere Affinitat der Naphthalinderivate gegeniiber den gleich- 
gebauten Benzolderivaten kann so gedeutet werden, daB durch den nega- 
tiven mesomeren Effekt der Substituenten im Nachbarkern eine positive 
Ladung entsteht, die mit der Amidgruppe durch Van der Waalssche 
Krafte in Wechselwirkung tritt. Weiterhin wire es méglich, daB in dem 


18 J.C.Speakmann u. Elliot, Soc. Dyers Colourists, Symposium on 
Fibrous Proteins, Leeds 1956, 116. 
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Lid bin. Tab. 2. Ry-Werte einiger aromatischer Sulfonsiuren, Sulfonamide, Amine und 
roma. Nitroverbindungen an Polyamid. 
te Metha-| Ace- 
aber nol/ | ton/ | Me- | Ace- |Dimethyl- 
e Ein. Gubstans Wasser] Wasser Wasser] thanol| ton | formamid Test? 
Amid. 1:1 1:1 
, Ver. Benzolsulfonsiure ... | 0,35 | 0,43} — | 0,90 | — — b 
N Zel- § »-Toluolsulfonsiure . . 0,20 | 0,48 | — | 0,90 | — -- b 
t. Bei Naphthalin-£- sulfonsiure 0,08 | 0,15 — 0,40 — — b 
hfalls Benzolsulfamid . . . . . — | 0,82] — | 1,00; — — g 
alar p-Amino-benzolsulfonsaure — 0,71 — 1,00 — —— g 
» tet Ff Prontosil rubrum... . | — | 0,18 | 0,67 | 0,65 | 0,71 ~— € 
ilden, Azobenzol ....... — = = 1,00 | 1,00 = e 
uiert, a a a —— = — | 1,00 | 1,00 -— f 
dung B-Naphthylamin ... . — | 0,51 | 0,76 | 0,87 | 0,90 — f 
linen Nitrobenzol ...... — — — 1,00 | 1,00 _ d,e 
5 1.3-Dinitro-benzol. . . . — — — 0,01 | 0,01 eluierb. | d,e 
hkeit J 1.2-Dinitro-benzol. . . . | — | — | — | 0,01 | 0,01 | eluierb. | dye 
ehen, 1.3.5-Trinitro-benzol . . — — — j 0,00 | 0,00 | eluierb. | e 
sure p-Nitro-anisol ..... — — — | 1,00 | 1,00 — d 
“ p-Nitro-dimethylanilin. . — — — | 1,00 | 1,00 — e 
W- P @ o.Nitro-phenol’. . . . . 0,16? | 0,502] 0,53 | 0,84 | 0,88 on e 
, ein p-Nitro-phenol .... . 0,0167| 0,13? | 0,24 | 0,77 | 0,79 — e 
aro- 2.4-Dinitro-phenol. . . . — 0,00 | 0,00 | 0,02 | 0,03 | eluierb. e 
auch Pikrinsiure. ...... 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 0,02 | eluierb. | e 
hon o-Nitro-benzoesiure. . . — 0,27 | 0,31 | 0,38 | 0,45 —- b 
p-Nitro-benzoesiure . . — 0,10 | 0,10 | 0,33 | 0,34 — b 
m-Nitro-anilin .... . 0,18 | 0,51 | 0,68 | 1,00 | 1,00 — e 
Auf. p-Nitro-anilin. ..... 0,09 | 0,48 | 0,61 | 1,00 | 1,00 — e 
oni p-Benzochino: . .. . e 
ee Anthrachinon. .... werden von Polyamid sehr stark ad- e 
1, je Alivarn <6. ss sorbiert und sind auch mit Dimethyl- e 
‘lich 1.5-Dihydroxy- formamid kaum eluierbar (vgl. Text). 
eine anthrachinon : e 
~ Hydrochinon. ..... 0,25 | 0,64 | 0,60 | 0,80 | 0,73 | — a 
n 
erte * Nachweis der einzelnen Verbindungen s, S. 28. 
her i 
ini- 
des vom Substituenten entfernteren Kern des Naphthalinringsystems die 
Wasserstoffatome aktiviert und dadurch zur Wasserstoffbriickenbindung 
Jen befahigt werden. Wahrscheinlich werden sich beide Effekte iiberlagern. 
des DaB die Sulfogruppe selbst nicht fiir die Affinitat verantwortlich 
3si- gemacht werden kann, zeigt das Verhalten einer Reihe von Sulfofarb- 
ch- stoffen. Ott o1® bestimmte die Aufnahme von Farbstoffen mit 1, 2, 3 und 
ra 4 Sulfogruppen pro Molekiil an Polyamid und fand, daB die Bindungs- 
ive fahigkeit mit der Anzahl dieser Gruppen fallt. Umgekehrt steigt das 
he Durchfarbevermégen, d. h. das Vermégen, in das Innere der kompakten 
2m Faser einzudringen, das der Affinitait umgekehrt proportional ist, mit der 
Einfiihrung jeder weiteren Sulfogruppe im Molekiil an. 
on ———_— 
16 G. Otto, Leder 4, 7 [1953]. 
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Mit denselben Farbstoffen haben wir an der Polyamidsiaule Affini. 
tatsbestimmungen in chromatographischer Anordnung durchgefiihri}3, 
deren Ergebnisse inzwischen auch von Reich und Barthel® bestitigt 
wurden. Da die Bindung aber in keinem der verwendeten Lésungsmittel 
reversibel ist, kann man keine Ry-Werte angeben; als MaB fiir die Affini- 
tat kann man jedoch die Breite der erhaltenen gefiirbten Zonen ansehen. 
Die Zonenbreite der einzelnen Farbstoffe ist in Tab. 3 dem von Otto! 
gefundenen Durchfiirbevermégen an HautbléBen gegeniibergestellt. 


Tab. 3. Zonenbreite von Farbstoffen mit verschiedener Anzahl von Sulfogruppen 

im Molekiil an Polyamid im Vergleich zum Durchfirbevermégen von Haut. 

Auf die Saule vom Innendurchmesser 9 mm wurde jeweils 1/,5) mMol aufgetragen 
und mit Wasser eluiert. 








3» /OH HO,S. _OH todd 
ee a ee 4 S\S-N=N—Z S—N=N-4VS 
4 2 N=N . < ; N=N Be, N=N wile 7 
S > . > <> <> \/\7\80,H 
I HO;S” II 
Zonen- | 9 _ 
ees : : Durchfarbun 
Formel | — SO,H in Stellung Name breite 70 iamaiaaiape’ 
in em 
I a” Echtrot AV 1,8 7 
I 1’ und 6 Echtrot E 2,4 20 
I 1’, 3 und 6 Naphtholrot SE 4,1 50 
I 1’, 3,6 und 8 Ponceau 6R 4,6 60 
II — Naphtholschwarz B 8,6 _ 














Denselben EinfluB wie die Sulfogruppe zeigt auch die Sulfonamid- 
gruppierung. Hier wird am Beispiel des Prontosils (Tab. 2) wieder 
deutlich, daB auch diese Gruppierung iiber das System der konjugierten 
Doppelbindung hinweg mehr aktive Gruppen schaffen kann, so daB es 
bedeutend langsamer eluiert wird als die einfachen Sulfonamide. 

Ein anderer Substituent mit einem negativen mesomeren Effekt ist 
die Nitrogruppe. Auch diese Gruppe erhéht die Neigung eines zweiten 
Substituenten, Wasserstoffbriicken zum Polyamid auszubilden. So zeigen 
die untersuchten Nitrophenole, Nitroaniline und Nitrobenzoesiiuren eine 
wesentlich héhere Affinitét zum Polyamid als die nitro-freien Benzol- 
derivate, wobei wieder die ortho-substituierten Derivate infolge teilweiser 
intramolekularer Wasserstoffbriicken weniger haften als die para-substi- 
tuierten. 

Der EinfluB der Nitrogruppe beschriinkt sich aber nicht nur auf eine 
Aktivierung der anderen Substituenten, sondern sie wirkt selbst — wie 
schon von Otto! und von uns? gezeigt wurde — als Haftgruppe an der 


17 G. Otto, Leder 4, 197 [1953]. 
18 G. Otto, Leder 6, 207 [1955]. 
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Amidbindung (s. Tab. 2). Die grofe Haftfaihigkeit der Nitrogruppe ist also 
besonders bei den hoher nitrierten Verbindungen stark ausgepriigt. Die 
Bindung zur Amidgruppe wird daher nicht mit einer Wasserstoffbriicke 
allein zu erkliren sein. 

Fir die Haftfahigkeit der Nitrogruppe an die Amidbindung muB man 
vielmehr wiederum Van der Waalssche Krafte annehmen. Die Nitro- 
gruppe ist einer der starksten Dipole und kann daher in der Amidgruppe 
einen Dipol entgegengesetzter Ladung induzieren. So bildet z. B. o-Di- 
nitro-benzol mit Naphthalin eine sehr bestiindige Molekiilverbindung?®. 
Jede weitere Nitrogruppe erhéht die Affinitit zum Polyamid. Daher wird 
bei den hoher nitrierten Verbindungen mit Methanol oder Aceton, die fiir 
die Wasserstoffbriicken ausbildenden Verbindungen gute Elutionsmittel 
sind, keine Elution mehr erreicht. 

Der hohen Bindungsfihigkeit des Dinitrophenols entspricht die- 
jenige der Dinitrophenyl-(DNP-)aminosiuren, die weder mit Methanol 
noch mit Aceton eluiert werden kénnen. Auch mit Dimethylformamid 
werden diese Verbindungen nur langsam und unvollstindig eluiert. Die 
Elution gelingt jedoch ohne weiteres mit Gemischen aus Dimethylform- 
amid, Essigsiure und Alkohol'!. Eine Sonderstellung unter den DNP- 
Aminosiduren nimmt das DNP-Arginin ein, das mit Methanol und mit 
Aceton bereits mit der Lésungsmittelfront liuft. Der Einflu8 der hier 
noch erhaltenen Zwitterionenstruktur ist so groB, daB er denjenigen der 
beiden Nitrogruppen iiberwindet (vgl. dazu das analoge Verhalten des 
Tyrosins zu Phenol?). 

Eine ungewohnlich hohe Affinitat zum Polyamid besitzen auch die 
Chinone (Tab. 2), die bekanntlich auch eine erhebliche Gerbwirkung 
besitzen, ohne daB iiber die Art ihrer Wechselwirkung mit der Hautsub- 
stanz bis heute endgiiltige Klarheit herrscht. Bei der Bindung der Chinone 
fallt auf, daB sie unter Anderung der Farbe erfolgt. So gibt das an Poly- 
amid gebundene p-Benzochinon eine rosarote Farbe, und auch bei den 
gepriiften Anthrachinonderivaten ist eine erhebliche Farbvertiefung zu 
beobachten. Die Affinitét der Bindung ist erheblich, aber sie erfolgt nur 
sehr langsam in einer Zeitreaktion. Gibt man p-Benzochinon auf die 
Saule und eluiert sofort mit Wasser, so kann das Chinon fast quantitativ 
ausgewaschen werden. Lit man das Chinon in die Saule eindringen, 
stoppt den Versuch und wiischt etwa 30 Min. spiter aus, so bleibt das 
Chinon adsorbiert und kann dann weder mit den angegebenen organi- 
schen Lésungsmitteln noch mit Dimethylformamid eluiert werden. Dies 
gilt auch fiir das 1.5-Dihydroxy-anthrachinon, von dem man nach den 
bisherigen Ergebnissen* 2° wegen der Ausbildung intramolekularer Was- 
serstoffbriicken eine geringe Affinitaét zum Polyamid erwarten miiBte. 
Die Bindung zwischen Chinonen und Polyamiden diirfte deshalb mit 


19 G. Briegleb, ,,Zwischenmolekulare Krafte“, S.13, Verlag G. Braun, 
Karlsruhe 1949. 

20 H. Hoyer, Kolloid-Z. 116, 121 [1950]; 121, 121 [1951]; 122, 142 [1951]; 
126, 52 [1952]; Chem. Ber. 86, 1023 [1953]; 89. 146 [1956]. 
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zwischenmolekularen Kraften nicht zu erklairen sein, vielmehr wird sie 
auf einer 1.4-Addition der Amidgruppe an das Chinon beruhen. 


Den Farbwerken Hoechst, Werk Bobingen, danken wir fiir die Uberlassung 
des Perlonpulvers, der Ledertechnischen Abteilung der Badischen Anilin- & 
Sodafabrik fiir die Farbstoffe. 


Durechfiihrung der Versuche 
Die Vorbereitung der Saule erfolgte wie mehrfach beschrieben?’. 


Durchfiihrung der chromatographischen Untersuchungen 

Von den untersuchten Substanzen wurde je 1 ml einer 2,5proz. Lésung auf- 
getragen. Als Lésungsmittel wurde jeweils dasjenige genommen, mit dem die Elution 
ausgefihrt wird. Nur in den Fallen, in denen die Substanzen mit den Wasser. 
gemischen keine klare Lésung gaben, wurde reines organisches Lésungsmittel 
verwendet. 

Das Eluat wurde mit einem Fraktionsteiler in Fraktionen zu 2 ml aufgefangen 
und die einzelnen Fraktionen, wie weiter unten beschrieben, getestet. 

Zur Bestimmung des Eigenvolumens (Retentionsvolumen) der mit Polyamid 
gefillten Siule wurde eine Tetrammin-kupfer-(I1)-Lésung durch die Saule gespiilt?. 


Der Nachweis der einzelnen Verbindungen, die in Tab. 1 und 2 auf- 
gefiihrt sind, geschah wie folgt: 

a) Angefarbt mit dem Reagenz von Folin und Denis”. 

b) Mit der Methylrot-Lésung nach Kalbe”*. Bei reinem organischen Lésungs- 
mittel wurde vor der Zugabe des Indikators mit Wasser auf das Doppelte 
verdiinnt. 

c) Durch Umsetzung mit Ninhydrin*. 

d) Farblose, aber in Wasser unlésliche Verbindungen wurden durch Zugabe von 
Wasser ausgefallt. 

e) Gefarbte Substanzen wurden durch Messung der Extinktion bestimmt. Bei 
gefarbten Verbindungen, die nicht eluiert werden konnten, wurde das Vor- 
riicken der Bande gemessen. 

f) Durch Umsetzung mit diazotiertem p-Nitro-anilin. 

g) Bei farblosen Verbindungen, die im UV-Gebiet eine ausgepragte Absorption 
aufweisen, wurde mit dem Zeiss-Spektralphotometer mit Monochromator M4Q 
das Absorptionsmaximum bestimmt. 


Zusammenfassung 


Es wurde das chromatographische Verhalten ein- und zweibasiger 
aliphatischer und aromatischer Carbonsiuren, aromatischer Sulfonsiuren 
und aromatischer Nitroverbindungen gegeniiber Polyamid untersucht. 
Die Affinitat dieser Substanzen ist wie die der Phenole zum Teil auf die 
Ausbildung von Wasserstoffbriicken, zum Teil auch auf die Dipolwechsel- 
wirkung zuriickzufiihren. Insbesondere zeigt die Nitrogruppe, vor allem 
in den héher nitrierten Verbindungen, eine hohe Affinitaét zum Polyamid. 
Dagegen wird durch Einfiihrung hydrophiler Gruppen, insbesondere der 
Sulfogruppe, in Aromaten die Affinitiit zum Polyamid herabgesetzt. 


21 Q. Folin u. W. Denis, J. biol. Chemistry 22, 305 [1915]. 

22 W. Kalbe, diese Z. 297, 19 [1954], u. zwar S. 43. 

23 St. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]; 211, 907 
[1954]. 
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Summary 


The chromatographic behaviour of aliphatic and aromatic mono- 
and dicarboxylic acids, aromatic sulphonic acids and aromatic nitro 
compounds towards polyamide has been investigated. The affinity of 
these substances is, as in the case of phenols, partly due to the formation 
of hydrogen bridges and partly to a dipole-interaction. Nitro groups, 
particularly in the higher nitrated compounds, show an especially high 
affinity to polyamide. On the other hand, by introduction of hydrophilic 
groups, especially the sulpho group, the affinity of aromatic compounds 
to polyamide is reduced. 


Prof. Dr. W. GraBmann, Max-Planck-Institut fiir Evweip- und Leder- 
forschung, Miinchen 165, Schillerstrape 46. 
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Studien iiber Beziehungen zwischen Rhodanidbildung 
und kropfbildender Eigenschaft von Nahrungsmitteln, IIT4 


Uber das Vorkommen priaformierten Rhodanids 
in einigen pflanzlichen Nahrungsmitteln 
im Hinblick auf jahreszeitliche und regionale Unterschiede 
Von 
Nikolaj Michajlovskij und Pavel Langer 


Aus dem Endokrinologischen Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften in PreBburg, 
Tschechoslowakei (Direktor: Dr. Julian Podoba) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juni 1959) 


In der I. Mitteilung! dieser Reihe fanden wir; daB von den gelaufigen 
pflanzlichen Nahrungsmitteln die Gemiisearten der Gattung Brassica den 
gréBten Rhodanidgehalt aufweisen, welche auch allgemein als Kropf- 
bildner gelten. Aus der II. Mitteilung! ging hervor, daB es nach Ver- 
fiitterung dieser Nahrungsmittel an Versuchstiere und Menschen zu einem 
Anstieg des Rhodanidspiegels in Serum und Harn kommt. Diese Er- 
gebnisse erlaubten, friihere Befunde iiber erhdhte Rhodanidspiegel in 
Serum und Harn von Bewohnern einiger unserer Kropfgebiete zu erkliren?. 

Da aber bei unserer Bevélkerung in dieser Hinsicht auch saison- und 
ortsbedingte Unterschiede festzustellen waren, untersuchten wir, ob auch 
das oben angefiihrte Griingemiise, als Ursprungsmaterial exogenen Rho- 
danids, ahnliche Variationen aufweist. 


Material und Methoden 


Unsere Untersuchungen erstreckten sich auf vier in der Ernahrang gelaufige 
Brassica-Arten: Kohlrabi (B. rupestris Raf., var. gongyloides L.), WeiBkohl (B. 
oleracea 1.., var. capttata), Blumenkohl (A. cretica Lam., var. botrytis L.). und Wirsing 
(B. oleracea L., var. sabauda). AuBerdem bezogen wir das Radieschen (Raphanus 
sativus L., var. radicula Pers., ohne Sch ‘e) mit ein. 

Die Proben entnahmen wir in zw ‘ Jahreszeiten (Frihling bis Sommer, 
Herbst his Winter 1957), und zwar aus >lgenden fiinf Gegenden der Slowakei: 
1. Banska Stiavnica (Schemnitz) als i cispiel eines gebirgigen Kropfgebietes, 
2. Zvolen (Altsohl) als gebirgige Kontrollgegend. 3. Zitny Ostrov (Insel Schiitt), 
ein ebenes Kropfgebiet, und 4. Senec und Sered als Kontrolle fiir die Ebene, sowie 
5. aus der Umgebung von PreBburg (Gr SstadteinfluB). Aus der letztgenannten 
Gegend nahmen wir auBerdem unsere Ger iiseproben zur Untersuchung der Feld- 
varianz. 


1 T. und II. Mitteil.: N. Michajlovs«ij u. P. Langer, diese Z. 312, 26, 31 
[1958]. 

* Silink u. L. MarSikova, Nature [London] 167, 528 [1951]; P. Langer, 
Beitr. pravent. Fiirsorge in d. Endokrincl. (Veréffentlichungen d. biol.-med. Sekt. 
d. Slovak. Akad. Wiss.) 8S. 33 [1956]. 
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Die genannten Stichproben (Ge- 
samtzah] 307) gewannen wir unmit- 
telbar aus Kulturen von Genossen- 
schaften bzw. Privatlandwirten und 
verarbeiteten sie frisch Die benutzten 
Methoden haben wir in der I. Mit- 
teil.) beschrieben. Wegen weitgehender 
Ubereinstimmung der Ergebnisse der 
beiden dort verwendeten Rhodanid- 
bestimmungsmethoden?4 beschranken 
wir uns in der vorliegenden Arbeit auf 
die Methode von Aldridge. 


Ergebnisse 


Die ermittelten Durchschnitts- 
werte und deren Standardabwei- 
chungen zeigt die Tabelle. Die 
Analyse dieser Resultate auf 
Grund der oben erwahnten Kri- 
terien ergab eine ganze Reihe be- 
deutender Unterschiede im Rho- 
danidgehalt der untersuchten Ge- 
miisearten. 

Wir errechneten gesondert 
fiir jede Gattung den Durch - 
schnittswert, vorerst ohne Riick- 
sicht auf Herkunft und Jahres- 
zeit. Aus der Abbildung ist er- 
sichtlich, daB zwischen den unter- 
suchten Arten wesentliche Unter- 
schiede bestehen, und zwar nicht 
nur im Hinblick auf die Durch- 
schnittswerte, sondern — in Ab- 
hingigkeit von deren Héhe — 
auch auf die Variationsbreite. 
Eine Bestatigung dieser Befunde 
sehen wir in dhnlichen, eben- 
falls eingetragenen Gattungs- 
unterschieden, die wir 1956 fest- 
stellten. Daraus schlieBen wir, 
daB jeder dieser Gattungen eine 
eigene spezifische Kapazitat zur 
Bildung, bzw. Speicherung von 
Rhodanid zukommt. Auch deren 


3 W.N. Aldridge, Analyst 69, 
262 [1944]; 70, 474 [1945]. 

4H. Barker, J. Amer. med. 
Assoc. 106, 762 [1936]. 
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oO 
0,29 (15) 





Radieschen 


Mittel 


0,79 | 0,006 (4) 


1,34 | 0,14 (8) 
1,31 





oO 
2,55 (3) 
6,30 (10) 





Wirsing 


Mittel 
7,90 | 1,80 (10) 


8,79 | 1,81 (9) 


10,89 





(5) 


o 





Blumenkohl 


Mittel 


3,80 | 0,59 (5) | 10,98 | 4,90 (6) 
6,13 | 2,89 (7) | 28,16 | 7,68 (15) 


6,86 | 2,19 (10) | 22,10 
3,98 | 2,03 (10) 
4,17 | 0,84 (9) 


ge, ausgedriickt als SCN®/100 g. In Klammern die Zahl 
7,35 | 3,97 





(3) [16,40 | 5,60 


oa 


1,49 (11) 





WeiBkohi 


Mittel 
6,69 | 4,56 (6) |10,44 | 0,25 (2) | 34,23 | 13,37 (6) 


3,80 | 2,80 (15) 
2,32 | 0,46 (10) 
3,53 | 0,98 (24) 
3,86 

3,20 | 0,60 (9) 
4,06 | 2,08 (15) 


3,68 | 0,99 





der Versuche). 


(8) 
(3) 
(6) 


oO 





Kohlrabi 


Mittel 
1,88 | 0,67 (10) 


1,98 | 0,29 
1,82 | 0,51 (10) 
2,88 | 0,77 (13) 
2,70 | 0,94 (9) 
2,45 | 0,62 (14) 
2,92 | 0,98 (7) 


2,56 | 0,51 
3,22 | 0,34 





ten im Jahre 1957 (bestimmt nach Aldrid 


>» 


22 


S 


Jahreszeit 
Frithling-Sommer 
Herbst -Winter 
Frithling-Sommer 
Frithling-Sommer 
Herbst - Winter 
Frithling-Sommer 
Herbst - Winter 
Frithling-Sommer 
Herbst -Winter 


Gemii. 





Gegend 


Kontrollgegend 
Kropfgebiet 


gebirgiges 
Kropfgebiet 
gebirgige 
GroBstadt 
Kontrollgebiet 
ebenes 


ebenes 





4. 
5. 


3. 








Rodanidgelialt emia 


2. 
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50-4 durch auBere und innere Ein. 
fliisse ist auf Grund dieser Er. 
A gebnisse wahrscheinlich. Den 
es héchsten Durchschnittswert (um 
8 19 mg%), sowie die gréBte Va. 
. rianzbreite (5—54mg%) hatte 
3 ad dabei der Wirsing. 
z ; 
20- | 
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10+ é i Durchschnittswerte und Varianz- 
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i } j $ : i den untersuchten Gemiisearten 








Radieschen Kohlrabi' Weilikohl Blumenkohl Wirsing 1956 (o) und 1957 (e). 


Haufig fanden wir schon zwischen zwei unmittelbar nebeneinander 
gewachsenen Pflanzen groBe Unterschiede, welche sich in Einzelfallen 
(WeiBkohl, Wirsing) den Unterschieden zwischen verschiedenen Grund. 
stiicken naherten. Auch die getrennte Untersuchung von Stichproben 
aus verschiedenen Himmelsrichtungen desselben Feldes lieB keine Regel- 
maBigkeiten erkennen. Die Streuung der Durchschnittswerte fiir die 
einzelnen Felder erreicht 1/,; bis */, des interregionalen Unterschiedes. 
Daraus schlieBen wir, daB Feldunterschiede zu einer weitgehenden Ver- 
waschung von Saison- und Regionaldifferenzen fiihren kénnen. 


Aus der Tabelle ist weiter ersichtlich, daB in der iiberwiegenden 
Mehrzahl der Fille der Rhodanidgehalt in den Friihlings-Sommer- 
Proben erhoht ist. Statistisch gut gesicherte Unterschiede (P < 0,001) 
zwischen diesen und den Herbst- bis Winterwerten fanden wir beim 
Radieschen (Grofstadtnihe), beim Wirsing (GroBstadt sowie ebenes 
Kropfgebiet), sowie beim Blumenkohl (ebenes Kropfgebiet). Bei diesen 
Arten fanden wir auch in den iibrigen Gegenden signifikante Unterschiede 
(P <0,01), nicht jedoch beim Kohlrabi und beim WeiBkohl. Eine ahnliche 
Abhiangigkeit von der Jahreszeit zeigten unsere Analysen aus dem 
Jahre 1956. 

Die Rhodanidspiegel in den untersuchten Gattungen scheinen also 
vom Frihjahr bis zum Sommer zu steigen, gegen Herbst zu fallen, um 
im Winter die niedrigsten Werte zu erreichen. Bemerkenswert ist noch 
die Tatsache, daB Gefriergemiise 5 bis 10mal niedrigere Werte aufwies 
als das Frischgemiise mit dem geringsten Rhodanidgehalt. Die gefundenen 
Saisonunterschiede stehen im Einklang mit ihnlichen Veriinderungen des 
Rhodanidspiegels in Blut und Harn unserer Bevélkerung?. 

Die regionalen Unterschiede des Rhodanidgehalts waren sta- 
tistisch nicht signifikant (vgl. Tabelle). Keinesfalls geniigen die eventuell 
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beim Wirsing sichtbaren leichten Unterschiede zur Erklirung des erhéhten 
Serum- und Harnrhodanidspiegels der Bevélkerung der Kropfgegenden. 
Der Grund dafiir diirfte in dem festgestellten relativ hohen Verbrauch 
der erwihnten Brassicaarten in diesen Gegenden liegen. 


Zusammenfassung 


Der Rhodanidgehalt einiger kropfbildender Gemiisearten (Kohlrabi, 
WeiBkohl, Blumenkohl, Wirsing und Radieschen) wurde unter Be- 
ricksichtigung jahreszeitlicher und 6rtlicher Einfliisse untersucht. 

Es wurde ein bedeutender Unterschied der Werte zwischen den er- 
wihnten Gattungen, sowie zwischen einzelnen Pflanzen derselben Gattung 
festgestellt, auch wenn sie vom gleichen Feld stammten. 

Bemerkenswert sind die signifikant erhGhten Rhodanidwerte in den 
Friihjahrspflanzen, wogegen ausgeprigte regionale Unterschiede nicht 
festzustellen waren. 


Summary 


The thiocyanate content of some goitrogenic vegetables (cabbage- 
turnip, white cabbage, cauliflower, savoy and radish) has been studied 
in regard to seasonal and local influences. 

A significant difference was found between the values for the men- 
tioned species and between those for single individuals of the same 
specie. even when they had been grown in the same field. 

The greatly elevated thiocyanate values for spring plants are re- 
markable, whereas marked regional differences were not established. 


Ing. Nikolaj Michajlovskii, Endokrinologisches Institut der Slovakischen 
Akademie der Wissenschaften, Bratislava, Ul. Obrancov mieru 1/a. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 317 3 
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Quantitative papierchromatographische Bestimmung 
der freien Aminoséuren im Liquor cerebrospinalis 
gesunder Menschen 


Von 
Dieter Miiting und Kirumakki N. Shivaram 


Aus der Medizinischen Universititsklinik Homburg, Saar 
(Direktor Professor Dr. F. Doenecke) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1959) 


Wiihrend der Gehalt des Liquor cerebrospinalis gesunder und kranker 
Menschen an Reststickstoff, Harnstoff und Harnsiure bereits seit langem 
bekannt ist!?, wurde der freie «-Aminostickstoff in der menschlichen 
Riickenmarksfliissigkeit nur wenig untersucht. Die dabei gefundenen 
Werte schwanken zwischen 0,5 und 12,0 mg °2. Ahnliche Differenzen 
liegen auch fiir die einzelnen im Liquor nachgewiesenen freien Amino- 
siiuren vor. Von ihnen wurden zuerst 11 mikrobiologisch bestimmt’, dann 
folgten papier- und siiulenchromatographische Untersuchungen, in denen 
11—15 Aminosiuren quantitativ erfaBt wurden*~’. Die Ergebnisse dieser 
Arbeiten werden heute hiiufig als sog. ,,Normalwerte*‘ zitiert. Hiergegen 
lassen sick aber dringende Einwiinde erheben. 


So wurden die allgemein als Standardwerte fiir gesunde Menschen angegebenen 
Zahlen von Solomon et al. an 16 Personen gewonnen mit folgenden Diagnosen: 
Rindenatrophie (4 Patienten), Encephalopathie (3), Encephalitis (1), Chorea (1), 
Porencephalie (1), tuberése Sklerose (1), Hemiathetose (1), cerebrale Thrombose (1), 
cerebrale Degeneration (1), unklarer Krampfzustand (1), Dilatation des Cavum (1). 
Die Arbeit von Logothetis® gibt 52 Individuen ohne sichtbare neurologische 
Stérungen, Psychose oder Systemerkrankungen an, jedoch litten 20 seiner Patienten 
an psychoneurotischen Stérungen. Bei den restlichen 32 bestand eine operativ 
behandelte Prostatahypertrophie. Der Liquor wurde hier bei einer Spinalanasthesie 
entnommen. Es finden sich aber keine Angaben iiber den Funktionszustand der 


1 G. Brun, Berlin. klin. Wschr. 56, 105 [1919]; F. Lickint, Z. ges. Neurol. 
Psych. 120, 148 [1928]. 

2 K. Hinsberg, F. Bruns, H. D. Cremer, W. Geinitz u. G. Schmid, in 
Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch d. physiol.- u. pathol.-chem. Analyse, 
10. Aufl., Bd. V, S. 321, Springer-Verlag, Heidelberg 1953. 

8 J. D. Solomon, St. W. Hier u. O. Bergeim, J. biol. Chemistry 171, 695 
[1947]. 

4 T. H. Huisman, Nederl. Tijdschr. Geneeskunde 99, 3357 [1955]. 

®> D. Kemaliu. G. Porcellati, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 28, 1280 [1952]. 

6 J. Logothetis, Neurology 8, 299 [1958]. 

? M. Torre, R. Scarzella u. A. Zanalda, Minerva Med. 2, 256 [1953]. 
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Niere und der iibrigen Organe. Rei Walker et al.® handelt es sich um 26 chirurgische 
Patienten im Alter von 16 bis 85 Jahren, bei denen der Liquor ebenfalls bei einer 
Spinalanasthesie erhalten wurde. Angaben iiber die einzelnen Diagnosen sind ihrer 
Mitteilung aber nicht zu entnehmen. Genauere Einzelheiten iiber ihre 10 Patienten 
geben lediglich Torre et al.? an. Hier wurden folgende Diagnosen festgestellt: 
Leistenhernie (4 Patienten), Schenkelhernie (1), Uterusprolaps (3), Verdacht auf 
Hepathopathie (1) und Meniskusfraktur (1), so da8 es sich hier vermutlich gréBten- 
teils um ,,Normalpersonen“ handelt. 


Da es bei Meningitis, Encephalitis, Leberparenchymschiden und 
Nierenerkrankungen zu einer erniedrigten Blut-Liquor-Schranke fiir 
Aminosiiuren kommen kann’, sind Patienten mit diesen Erkrankungen 
nicht als Normalpersonen anzusehen. Wir bestimmten deswegen bei einer 
Gruppe von 25 geistig und organisch gesunden Erwachsenen im ent- 
eiweiBten Liquor cerebrospinalis den freien «-Amino-N und die freien 
Aminoséuren und verglichen dabei die Summe der papierchromato- 
graphisch gefundenen und auf «-Amino-N berechneten freien einzelnen 
Aminosduren mit dem freien «-Amino-N. 


Material und Methodik 


Da eine Lumbalpunktion bei gesunden Menschen allein aus wissenschaftlichen 
Griinden nicht méglich ist, kamen im wesentlichen zwei Patientengruppen in Frage. 
Die erste bildeten 8 Patienten mit einer inzwischen abgeheilten leichten Virus- 
meningitis, bei denen vor der Entlassung noch einmal eine Kontroil-Lumbalpunktion 
durchgefiihrt wurde und 4 weitere, bei denen anfanglich der Verdacht auf eine 
Meningitis bestand, sich aber spiter nicht bestatigte. Die Liquores der iibrigen 
13 Erwachsenen verdanken wir der Univ.-Nervenklinik, Homburg, Saar. Bei ihnen 
hatte man ebenfalls anfangs den Verdacht auf ein organisches Nervenleiden oder 
eine Psychose, der aber nach griindlicher Untersuchung und Beobachtung nicht 
aufrecht erhalten werden konnte. Das Alter dieser internistisch und neurologisch 
normalen Erwachsenen lag zwischen 18 und 52 Jahren, 10 waren Frauen, 15 Manner. 
Es wurden durchschnittlich 10 cm* Liquor mittels Lumbalpunktion gewonnen. 
Dieser enthielt 20—45 mg% EiweiB, die Zellzahl lag zwischen 1/, und !*/, Zellen; 
Nonne-Appelt- und Pandy-Reaktion waren negativ, der Liquorzucker normal. Bei 
7 Proben wurden auch Kalium, Natrium, Calcium und Reststickstoff bestimmt und 
normal gefunden. . 

Der Liquor wurde sofort nach der Punktion mit absol. Athanol im Verhiltnis 
1:9 enteiweiBt und im Eisschrank aufbewahrt. Die Bestimmung des «-Amino- 
stickstoffs erfolgte nach Moore und Stein?®. Von einer elektrolytischen Ent- 
salzung des Liquors wurde wegen der dabei méglichen Aminosaiurenverluste!! Ab- 
stand genommen. Als schonender und ausreichend fiir eine papierchromatogra- 
phische Trennung erwies sich ein Abzentrifugieren der Salze nach Stehenlassen des 
eingeengten Liquors im Eisschrank. Dazu wurde der enteiweiBte Liquor auf 1/4, bis 
1/199 seiner Ausgangsmenge auf einem Wasserbad von 60° eingeengt. Fiir die Papier- 
chromatographie (absteigend, in Isopropylalkohol/Eisessig/Wasser 70:15:15, 
Schleicher & Schill Papier 2043 b) wurde eine Ausgangsmenge verwendet, die 
100—150 y Aminosauren entsprach. Die Identifizierung der einzelnen Aminosauren 
sowie die anschlieBende quantitative Bestimmung nach Fischer und Dérfel wurde 


8 B.S. Walker, N.C. Telles u. E. J. Pastore, Arch. Neurol. Psychiatry 
7%, 149 [1955]. 

® F. Lickint, Arch. Psychiatr. 186, 199 [1951]; D. Miiting, Verh. dtsch. 
Ges. inn. Med. 65, 635 [1959]. 

10 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 

1 W.H. Stein u. 8. Moore, J. biol. Chemistry 176, 377 [1948]. 
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bereits an anderer Stelle beschrieben!*-!4, Getestet wurden 42 Aminosauren und 
Amine. Die Extinktionsmessung erfolgte am Beckman-Spektralphotometer bei 
500 mu und einer Schichtdicke von 1 cm. In allen Fallen wurden Doppelbestim- 
mungen durchgefihrt. Die Fehlerbreite dieses Verfahrens betragt + 10%. 





























Besprechung der Ergebnisse 


Mit unserer Methodik konnten wir in den untersuchten 25 Liquores 
gesunder Erwachsener regelmaBig 18 Aminosiuren sowie Taurin und 
Glutamin nachweisen. «-Amino-buttersiure und y-Amino-buttersiure, 
die Log othetis® in einem Teil seiner Falle und Kn auff und Mitarbeiter’® 
immer auffanden, konnten von uns nur 4 mal festgestellt werden. Ornithin 
und Hydroxyprolin waren in keinem Fall sicher nachweisbar. RegelmaBig 
fanden sich 2—3 kleinere Peptide, deren Identifizierung noch nicht ab- 
geschlossen ist. Wie auch bei den qualitativen papierchromatographischen 
Analysen von Knauff und Mitarbeitern?® bildet bei uns Glutamin den 
gréBten Anteil der ninhydrinpositiven Substanzen im Liquor, dann folgen 
Glycin, Lysin, Valin und Alanin. Die Summe der als «-Amino-N be- 
rechneten freien Liquoraminosiuren ist mit 0,63 mg % etwas niedriger 
als der kolorimetrisch bestimmte «-Amino-N, der 0,75 mg % betrigt. 
Diese Differenz diirfte durch die Anwesenheit der oben erwaihnten 
kleineren Peptide sowie einiger von uns noch nicht erfaBter Amine be- 
dingt sein. Zu ihnen gehért u. a. das erst kiirzlich durch Knauff und 
Mitarbeiter!* im Liquor aufgefundene Athanolamin sowie das von uns 
éfters nachgewiesene Histamin. Ein Vergleich mit den in der Tabelle 
angegebenen Literaturwerten ist nur bedingt mdglich, da es sich hier 
meist nicht um gesunde Menschen handelt. Nach unseren Untersuchungen 
entspricht das zahlenmiBige Verhaltnis der einzelnen Aminosiuren im 
Liquor zueinander weitgehend dem des Serums. Das gleiche gilt auch fiir 
die Aminosiuren des Liquoreiweifes!*1’, 


Zusammenfassung 


Im enteiweiBten Liquor cerebrospinalis von 25 gesunden Erwachsenen 
wurde papierchromatographisch der Gehalt an freien Aminosaiuren sowie 
kolorimetrisch der an «-Amino-N bestimmt und mit den entsprechenden 
Literaturwerten verglichen. Die Summe der als «-Amino-N berechneten 













freien Liquor-Aminosiuren war etwas geringer als der kolorimetrisch be- 
stimmte «-Amino-N, was auf die Anwesenheit kleinerer Peptide und 
einiger noch nicht erfaBter Amine zuriickgefiihrt wird. 


12 F.G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 

18 D. Miiting, ,,Der Aminoséurenhaushalt des Menschen“, Editio Cantor, 
Aulendorf/Wiirtt. 1958. 

14 —D. Miiting, Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 13, 702 [1958]. 
ne 15 H. G. Knauff, W. Mialkowski u. H. Zickgraf, Z. klin. Med. 155, 483 
1959]. 

16 H.G. Knauff u. H. Zickgraf, diese Z. 312, 264 [1958]. 

17 A. Esser u. F. Heinzler, Schweiz. med. Wschr. 85, 178 [1955]; H. 
Schénenberg, Z. Kinderheilkunde 73, 8 [1953]. 
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Summary 


In deproteinised liquor cerebrospinalis of 25 healthy adults, the level 
of free amino acids has been determined by paper chromatography and 
the a-amino-N by colorimetry. The results have been compared with 
those in the literature. The sum of the free liquor-amino acids, calculated 
as a-amino-N, was somewhat lower than the «-amino-N value determined 
colorimetrically. This is explained by the presence of small peptides and 
some as yet undetermined amines. 


Priv. Doz. Dr. Dieter Miiting, Homburg, Saar, Med. Univ.-Klinik. 











(1959) 


level 
7 and 
with 
lated 
Lined 
3 and 











Bd. 317 (1959) 


Die Verseifung von Fetten auf dem Papier 
zum Zweck der papierchromatographischen Trennung 


der Fettsiuren * 
Von 


Hans Paul Kaufmann und Zdzislaw Makus 
Aus dem Deutschen Institut fiir Fettforschung, Miinster 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1959) 


Der wichtigste Teil der systematischen Fettanalyse ist die qualli- 
tative und quantitative Analyse der in Fetten enthaltenen Fettsauren. 
Hier hat sich die Papier-Chromatographie hervorragend bewihrt!. Man 
verseift das zu untersuchende Fett, scheidet die Fettsaiuren in iiblicher 
Weise ab, lést sie in einem organischen Lésungsmittel und 1iBt eine 
kleine Menge der Lésung auf das Papier auftropfen. Dann erfolgt die 
Trennung auf dem mit Undecan hydrophobierten Papier unter Verwen- 
dung von Essigsiure oder Essigsaure-Acetonitril als mobiler Phase. Nach- 
stehend werden Versuche beschrieben, das Fett selbst in Lésung auf- 
zutropfen, es nach Verdunsten des Lésungsmittels auf dem Papier zu 
verseifen, aus den gebildeten Seifen die Fettsiuren in Freiheit zu setzen 
und sie anschlieBend sofort zu trennen, also alle Manipulationen auf 
dem Papier durchzufihren. 

Die experimentelle Durchfiihrung dieser Methodik bot erhebliche 
Schwierigkeiten. Wie das aufgebrachte Fett muBten die Seifen bzw. 
Fettsiuren auf dem Papier einen geschlossenen Fleck bilden, den man 
in tiblicher Weise der nachfolgenden papierchromatographischen Analyse 
unterwerfen konnte. Es zeigte sich, daf diese Bedingung nur bei Be- 
sprihung mit verhaltnismaéBig konzentrierter Lauge erfiillt wird, ver- 
diinnte Laugen fiihren zur Ausbreitung des verseiften Fettes iiber eine 
zu groBe Papierfliche. Andererseits war zu bedenken, daB konzentrierte 
Laugen das Papier erheblich angreifen. SchlieBlich konnte die Verseifung 
nicht auf dem mit Undecan hydrophobierten Papier erfolgen, wihrend 
zur Trennung die Hydrophobierung unerlilich ist. Nach zahlreichen 
Versuchen mit den verschiedenen Methoden der Verseifung und An- 
wendung vieler Reagenzien bzw. Lésungsmittel fiihrte die nachstehende 
Arbeitsweise zum Erfolg. 


* Studien auf dem Fettgebiet, 223. Mitteil.; Papier-Chromatographie auf 
dem Fettgebiet, XXXII. 

1H. P. Kaufmann u. Mitarbb., Fette, Seifen einschl. Anstrichmittel 52, 331, 
555 [1950]; 58, 69, 253, 285, 390, 406, 408 [1951]; 54, 7, 10, 73, 156, 348 [1952]; 
55, 85 [1953]; 56, 154 [1954]; 57, 231, 473, 666 [1955]; 58, 234, 492, 985 [1956]; 
59, 815, 921, 920 [1957]; 60, 645, 537, 803 [1958]. Siehe auch: H. P. Kaufmann, 
Analyse der Fette und Fettprodukte, Springer-Verlag, Berlin 1958, Bd. I.8.847--913. 
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a) Verseifung: Auf Papier Schleicher & Schiill 2040 bM oder 2043 bM 
(Streifen von 8,5cm Breite und 29 cm Lange) 14Bt man eine 2proz. Lésung deg 
Fettes in Toluol auftropfen, und zwar in einer Menge von etwa 75—150 y (je nach 
Zahl und Menge der vorhandenen Fettsauren) auf den markierten Startfleck. Nach 
vollstaindigem Verdunsten des Lésungsmittels wird das Papier auf eine Glasplatte 
gelegt und mit einer zweiten Glasplatte derart bedeckt, daB der untere Teil 2 cm 
iiber der Startlinie freibleibt. Diesen Teil bespriiht man mit 20proz. Kalilauge, 
dreht das Papier um und wiederholt das Bespriihen. Das Papier soll mit der Lauge 
gut durchtrankt werden, ohne daB diese auslaufen darf. Dann bedeckt man das 
ganze Papier mit der zweiten Glasplatte und erwirmt im Trockenschrank 11/4 Stdn. 
auf 95°. Wahrend der Verseifung soll die Kalilauge auf dem Papier héchstens 
4 cm iiber die Startlinie hinauswandern. Verwendet man 30proz. Lauge, so geniigen 
50 Min., doch besteht die Gefahr einer Schadigung des Papiers. Eine geringfiigige 
Vergilbung, wahrscheinlich von der Verleimung des Papiers herriihrend, ver. 
schwindet bei der nachfolgenden Behandlung mit Saure. 

b) Isolierung der Gesamtfettsaiuren: Das nach a) behandelte Papier 
wird durch \4stdg. Einhangen in einen auf dem Boden mit konz. Salzsaure be- 
schickten Glasbehialter ,,geréuchert‘‘. Dann taucht man das Papier 10 Min. in 
10proz. Salzsiure, wischt mit dest. Wasser, bis das Waschwasser einen py-Wert 
von etwa 5 hat und trocknet bei Zimmertemperatur, bei Anwesenheit von Polyen- 
siuren im Vak. ‘ 

c) Die Trennung der Fettsaiuren: Zwecks Hydrophobierung taucht man 
den oberen Teil des Papiers in Undecan, das vorher mit dem FlieBmittel (Essig- 
siure) gesattigt worden war. Hierbei darf der untere Teil des Streifens, auf 
dem sich die Fettsiuren befinden, nicht mit dem Undecan in Berithrung kommen. 
Dann preBt man 14 Stde. zwischen Glasplatten und zwei Lagen Filtrierpapier ab 
(Beschwerung der oberen Platte mit etwa 3 kg) und trocknet bei Zimmertemperatur 
bzw. im Vak. Der ,,Impragnierungsgrad“ soll etwa 160 mg Undecan pro g Papier 
betragen. Als Vergleichssubstanzen werden reine Fettsiuren oder reine Glyceride 
neben den zu untersuchenden Fetten auf die Startlinie gegeben. Nach Entwicklung 
des Chromatogramms werden die getrennten Fettsiuren nach Kaufmann und 
Nitsch? mit Kupferacetat in die Kupferseifen iibergefiihrt, die bei Behandlung mit 
Kaliumhexacyanoferrat(II) das braune, photometrisch gut auswertbare Kupfer- 
cyanoferrat(II) liefern. 

Zum qualitativen Nachweis kleinster Mengen von Cu-Salzen der Fett- 
siuren kann man das Chromatogramm mit einer Lésung von Anilin in Athanol 
(1:1) bespriihen und anschlieBend bei 125° im Trockenschrank erwairmen, wobei 
braunschwarze Flecke auf hellem Grund entstehen. Sie werden durch mehrmaliges 
Bespriithen noch deutlicher. 

Liegen in dem Fettsaure-Gemisch Sauren gleicher Rp-Werte vor (,,kritische 
Partner“), so werden die Hydrierdifferenz-Methode* oder die Kupfer-Quecksilber- 
Methode beniitzt*. Bei erstgenanntem Verfahren wird das Fett mit Hilfe von 
Palladium vergleichsweise auf dem mit Undecan imprignierten Papier hydriert’, 
worauf man das Undecan durch Trocknen des Streifens entfernt, die Toluol-Lésung 
des Fettes daneben auftropft und anschlieBend in der beschriebenen Weise ver- 
seift bzw. weiter arbeitet. 

Will man priifen, ob die Fette nach der unter a) beschriebenen Weise restlos 
verseift wurden, so schneidet man den unteren Teil des Chromatogramms, bis 


2H. P. Kaufmann u. W.H. Nitsch, Fette, Seifen einschl. Anstrichmittel 
56, 154 [1954]. 

3H. P. Kaufmann u. A. A. Karabatur, Die Nahrung 2, 61 [1958]. 

4H. P. Kaufmann u. H. Schnurbusch, Fette, Seifen einschl. Anstrich- 
mittel 60, 1046 [1958]. 

5H. P. Kaufmann u. D. K. Chowdhury, Chem. Ber. 91, 2117 [1958]. 
Zu dieser Methode sei erginzend bemerkt, daB der Palladiumfleck nicht unter 
1 cm im Durchmesser betragen soll und die Hydrierung zweckmaBig auf 1 Stde. 
verlangert wird, um auch einem weniger aktiven Katalysator Rechnung zu tragen. 
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9cem iiber der Startlinie, ab und legt ihn 1 Stde. in eine gesatt. 50proz. alkohol. 
Lésung von Sudanschwarz B. Wascht man den Streifen dann zweimal mit 50proz. 
Alkohol, so entstehen blaue Flecke auf hellem Grund, sofern das Fett nicht restlos 
verseift wurde. 

Die beschriebene Methodik la48t sich mit minimalen Versuchsmengen 
durchfiihren. Man bendtigt etwa 0,5 mg Fett. Daher konnten wir z. B. 
die qualitative und quantitative Analyse von Olsaaten (photometrische 
Auswertung der Anfairbung nach Seher*) mit nur je einer Sojabohne 
oder Mandel, einem Pflaumenkern usw. durchfiihren. Die Genauigkeit 
liegt innerhalb der bei der Fettanalyse iiblichen Grenzen (vgl. die 
Tabelle). 

Fettsiuregehalt verschiedener Ole in % (die Werte unter A sind bei Verseifung auf 


dem Papier, die unter B durch vorherige Verseifung gréBerer Mengen im Glas- 
gefaB und Auftropfen des Fettsiuregemisches ermittelt worden). 

















B ll- ial . Pfl . 
poorer Sojadl Mandelél nen 
A B A B A B A B 
Stearinsiure .... 1 1 4,9 5,0 6,5 5,8 — _— 
Palmitinsfure .. .| 24,1 | 24,6 6,9 6,2 | 10,0 9,4 7,4 7,0 
Qishure’ =. . 1... 24,8 | 24,3 | 30,3 | 31,3 | 57,2 | 59,3 | 72,3 | 71,1 
Linolsiure ..... 50,1 .2 | 51,0 | 50,1 | 26,3 | 25,5 | 20,3 | 21,9 
Linolensiure . ...| — — 6,9 7,4 — — — — 

















In Abb. 1 ist die Analyse des Baumwollsaatéls wiedergegeben. Bei A 
wurden 80 y Ol verseift. Nach dem Entwickeln der Gesamtfettsauren erscheinen 
als Fleck 1 die Stearinséure, 2 Palmitinsaure + Olsiure, 3 Linolsdure. Bei B 





- 


Front | Front 
—— os 


| 


is ) | 
Abb. 1. Analyse eines Baumwoll- j| 00 0 0 | 
saatols. 2-| Oo o @) 0 o 
Abb. 2. Analyse eines Sojadls. a 00 6s 0) 
}+—__—_—__-— @e — ao 
a Bs oP A Be | 
Abb. 1. Abb. 2. 


no “ A.Seher, Fette, Seifen einschl. Anstrichmittel 57, 883 [1955]; 58, 498 
56]. 
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wurde ein Gemisch von je 30 y Tristearin, Tripalmitin, Trimyristin und Trilaurin 

aufgebracht und in der gleichen Weise behandelt. Fleck 1 ist Stearinsiure, 
2 Palmitinsaure, 3 Myristinséure, 4 Laurinsiure. Die beiden letztgenannten Sauren 
sind, wie der Vergleich zeigt, in dem 0] nicht vorhanden. Auf Startpunkt C wurden 
40 y des Ols hydriert und dann verseift, worauf man das Gemisch der Gesamt. 
siuren chromatographierte. Fleck 1 zeigt die urspriinglich vorhandene und die 
durch Hydrierung von Olsdure und Linolsiure gebildete Stearinsaiure, 2 die Pal. 
mitinséure. Myristinsaure und Laurinsdure sind nicht vorhanden. 

Abb. 2 zeigt die Gesamtfettsiuren der Analyse eines Sojadls. A ist der 
Startpunkt. An dieser Stelle wurden 120 y Ol in der beschriebenen Weise verseift 
und dann die Fettsaéuren entwickelt: Fleck 1 ist Stearinsiure, 2 Palmitinsaure -- ()]. 
siure, 3 Linolsiure, 4 Linolenséure. Bei B wurde ein Gemisch aus je 30 y Tri- 
myristin, Tripalmitin und Tristearin aufgebracht, verseift und das Fettsaure. 
gemisch entwickelt. Fleck 1 ist Stearinsiure, 2 Palmitinsiure, 3 Myristinsiure, 
Bei C wurden 40 y Sojaéi zunaichst hydriert, dann wie bei A und B behandelt. 
Fleck 1 ist Stearinséure, urspriinglich vorhanden und durch Hydrierung von 
Olsaure, Linolsdure und Linolensaure gebildet. Fleck 2 ist Palmitinsaure. 

Auch auf dem schwierigen Gebiet der Papier-Chromatographie der 
Glyceridgemische ist die neue Methodik von Wert. Wir trennten Ge. 
mische synthetisch gewonnener und natiirlicher Glyceride auf dem 
Papier, verseiften die einzelnen Glyceridflecke und identifizierten sie an 
Hand der dabei gefundenen Fettsiiuren. Die Verseifung auf dem Papier 
mit darauffolgender Chromatographie lift sich auch bei anderen Lipoiden 
durchfiihren. So konnten wir Phosphatide und Cholesterinester in 
gleicher Weise spalten und analysieren. Uber diese Versuche wird an 
anderer Stelle ausfiihrlich berichtet. 


Zusammenfassung 


Die auf Papier aufgebrachten Fette werden unter geeigneten Be- 
dingungen mit konz. Kalilauge verseift, die Seifen mit gasformigem 
Chlorwasserstoff zerlegt und anschlieBend die Fettsiuren zur qualitativen 
und quantitativen Bestimmung chromatographiert. 


Summary 


Fats were applied to paper and hydrolysed under suitable con- 
ditions with concentrated potassium hydroxide. The soaps were split 
with HCl gas and the fatty acids submitted finally to chromatography 
for their quantitative and qualitative estimation. 


Prof. Dr. Dr. h. c. H. P. Kaufmann, Deutsches Institut fiir Fettforschung, 
Miinster (Westf.), Piusallee 76. 
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Die papierchromatographische Trennung 
langkettiger aliphatischer Alkohole * 


Von 
Hans Paul Kaufmann und Gunther Kessen 


Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitit Miinster 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1959) 


Zur papierchromatographischen Bestimmung langkettiger normaler 
aliphatischer Alkohole, die als Bestandteile von Wachsen wichtig sind, 
oxydierten Kaufmann und Mitarbb.' die Alkohole auf dem Papier zu 
den entsprechenden Siuren, um letztere als Kupferseifen mit Kalium- 
hexacyanoferrat(II) anfairben zu kénnen, oder sie chromatographierten 
sie in Form ihrer 3.5-Dinitro-benzoate bzw. 3.5-Dinitro-salicylate, die 
mit Hilfe eines Lichtpaus-Verfahrens* sichtbar gemacht wurden. Alko- 
hole mit mehr als 22 C-Atomen bereiten hierbei Schwierigkeiten bzw. 
sind nur qualitativ bestimmbar. 

Zur qualitativen und quantitativen Papier-Chromatographie lang- 
kettiger aliphatischer Alkohole bis C5, fiihrten wir diese in Derivate mit 
einer endstaindigen Doppelbindung iiber, die, wie Kaufmann und 
Mitarbb.* bei der Papier-Chromatographie von Fettsaiuren zeigen konnten, 
Quecksilberacetat in aquimolaren Mengen anlagern, wodurch eine 
quantitative Anfirbung der Derivate durch Uberfiihrung des Queck- 
silbers in Quecksilbersulfid erméglicht wurde. Nach orientierenden Ver- 
suchen mit Vinyl- und Allylathern, deren Darstellung fiir ein analytisches 
Verfahren zu langwierig ist, erwies sich die Umsetzung der Alkohole mit 
Allylisocyanat zu den N-allyl-substituierten Estern der entsprechen- 
den Carbaminsiuren als geeignet. Die quantitative Umsetzung bei pri- 
parativer Herstellung der neuen Urethane (siehe Versuchsteil) konnte 
durch Bestimmung der Hydroxylzahl, der Hydrier-Jodzahl und durch 
Aufnahme von IR-Spektren sichergestellt werden. 

Die Allylurethane der gradzahligen Alkohole bis zu einer Ketten- 
linge von 22 C-Atomen lassen sich im System Undecan (stationir) und 
Eisessig/Acetonitril 3:2 (mobil) aufsteigend einwandfrei trennen. Fiir 


* Studien auf dem Fettgebiet, 224. Mitteil.; Papier-Chromatographie auf 
dem Fettgebiet, XX XIII. 

1H. P. Kaufmann u. H.-G. Kohlmeyer, Fette, Seifen einschl. Anstrich- 
mittel 57, 231 [1955]; Dissertat. J. Pollerberg, Miinster 1957. 

2 H. P. Kaufmann u. H. Kirschnek, Fette, Seifen einschl. Anstrichmittel 
57, 883 [1955]; 58, 493 [1956]. 

3H. P. Kaufmann u. J. Pollerberg, Fette, Seifen einsch]. Anstrichmittel 
59, 815 [1957]; H. P. Kaufmann u. H. Schnurbusch, ebenda 60, 1046 [1958]. 
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eine gute Trennung ist es notwendig, den Impriignierungsgrad‘, der bei 
0,12 bis 0,18 liegen soll, durch Wigung der Papiere zu kontrollieren, 
Im genannten System werden in 4—5 Stdn. Steighdhen von 24—25 cm 
erreicht, die zur Trennung ausreichen. 


Tab. 1. Ry-Werte der Allylurethane von Decanol bis Docosanol, System: Undecan 
(stationar) und Hisessig/Acetonitril 3 : 2 (mobil); Papier Schleicher & Schiill 2040b, 





Decyl- .... 0,85 -Octadecyl- . . 0,34 
Dodecyl- . . . 0,74 Hicosyl-. . . . 0,24 
Tetradecyl- . . 0,60 Docosyl- .. . 0,13 
Hexadecyl- . . 0,43 


Die Trennung der Allylurethane von Alkoholen mit mehr als 
22 C-Atomen ist in diesem System nicht méglich, wohl aber bei Ver. 
wendung von absol. Athanol/Acetonitril 7:3. Da aber schon ein geringer 
Wassergehalt stérend wirkt, ziehen wir es vor,-die Allylurethane zu- 
nachst durch Behandlung mit einer methanolischen Quecksilberacetat- 
Lésung in die Quecksilberacetat-Methanol-Additionsverbindungen iiber- 
zufiihren. Wie ein Vergleich der Tab. 1 und 2 zeigt, haben diese Addi- 
tionsverbindungen wesentlich héhere Ry-Werte als die entsprechenden 
Allylurethane. Dadurch wird die Trennung der geradzahligen gesittigten 
Alkohole von ©,,—C3) auch im System Undecan/Eisessig/Acetonitril 
méglich. 


Tab. 2. Ry-Werte der mercurierten Allylurethane der Alkohole von C,,—C;, 
(Methanol-Addukte); System: Undecan (stationir) und Eisessig/Acetonitril 7:3 
(mobil). Papier: Schleicher & Schiill 2040b. 





Hexadecyl- . . 0,87 Tetracosyl- . . 0,52 
Octadecyl- . . 0,79 Hexacosyl- . . 0,43 
Eicosyl-. . . . 0,70 Octacosyl- .. 0,34 
Docosyl- . . . 0,62 Triacontyl . . 0,23 


Der groBe Vorteil einer Hydrophobierung mit dem leicht zu verfliichtigenden 
Undecan, nach dessen Entfernung sich chemische Reaktionen auf dem entwickelten 
Chromatogramm ohne Stérung durchfiihren lassen, zeigte sich auch in diesem Fall. 
Wir unterscheiden bei Hydrophobierung des Papieres drei Méglichkeiten: Die 
,,temporaére Hydrophobierung*‘ (wie im vorliegenden Fall), die ,,permanente 
Hydrophobierung“, bei welcher das Hydrophobierungsmittel nicht entfernt werden 
kann, und die ,,partielle Hydrophobierung“, bei der nur ein Teil des Papierstreifens 
hydrophobiert wird, eine Methodik, die wir erstmals, und zwar bei der Verseifung 
von Fetten auf dem Papier, anwandten. Die partielle Hydrophobierung kann 
temporar oder permanent durchgefiihrt werden. 


Weiterhin untersuchten wir das Verhalten der Allylurethane von 
ungesattigten Alkoholen in den genannten Systemen. Mit Eis- 


4 Nach H. P. Kaufmann u. E. Mohr, Fette, Seifen einschl. Anstrichmittel 
60, 165 [1958], versteht man unter dem ,,Impragnierungsgrad“ g Impragnierungs- 
mittel/g Papier. 
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essig/Acetonitril 3:2 als mobiler Phase lassen sich die Allylurethane 
ungesittigter Alkohole von C,,—C,, einwandfrei trennen. Wie Tab. 3 
zeigt, liegen die Ry-Werte so giinstig, daB eine Mercurierung vor der 
Entwicklung nicht notwendig ist. 


Tab. 3. Ry-Werte der Allylurethane ungesattigter Alkohole; System: Undecan 
(stationar) und Essigséure/Acetonitril 3 : 2 (mobil) ; 
Papier: Schleicher & Schiill 2040b. 





0,45 
0,58 


Oleyl- 
Linolyl- 


Linolenyl- . . 0,72 
Erucyl-. ... 0,24 








Die Anfirbung der entwickelten Chromatogramme erfolgt auch 
hier mit Quecksilberacetat/H,S. NaturgemaB ist in diesem Fall die An- 
firbung gegeniiber derjenigen der gesattigten Alkohole viel empfind- 
licher, da sich Quecksilberacetat auBer an die Doppelbindung der Allyl- 
gruppe auch an die Doppelbindungen der ungesittigten Alkohole an- 
lagert, und zwar, wie entsprechende Versuche zeigten, quantitativ. Bei 
der Papier-Chromatographie der ungesattigten Alkohole war ebenso wie 
bei der der Fettsiuren® das Auftreten von ,,kritischen Paaren‘‘ zu beob- 
achten, d. h. von Allylurethanen mit gleichen Ry-Werten, so z. B. bei 
den Allylurethan-Paaren von Octadecenol/Hexadecanol, Octadecadie- 
nol/Tetradecanol und Docosenol/Eicosanol. 

Die quantitative Auswertung der Papier-Chromatogramme erfolgte 
nach Uberfiihrung des Quecksilbers in das Sulfid photometrisch analog 
der Bestimmung der Fettsiuren nach Seher®. Die bei Auswertung bekann- 
ter Gemische von Alkoholen erzielten Ergebnisse gehen aus Tab. 4 hervor. 


Tab. 4. Quantitative Papierchromatographie von Fettalkoholen. 











Gemisch theoret. gef. 
Hexadecanol .... 11,5 11,8 
Octadecanol .... 35,3 36,1 
Eicosanol. ..... 33,8 33,0 
Docosanol ..... 19,4 20,0 


Die geschilderten Verfahren wurden auch zur Analyse von natiir- 
lichen Wachsalkohol-Mischungen, wie z. B. des Leinsaat-Wachses und 
des Potwaléls, mit gutem Erfolg angewandt. Dariiber wird an anderer 
Stelle berichtet. 


5 H. P. Kaufmann und Mitarbb., Fette, Seifen einschl. Anstrichmittel 52, 
331, 713 [1950]; 58, 253, 390, 692 [1951]; 54, 7 [1952]; 56, 154 [1954]; 57, 473, 883 
[1955]; 58, 234, 492, 985 [1956]; 59, 815 [1957]; 60, 1046 [1958]. 

6 A. Seher, Fette, Seifen, einschl. Anstrichmittel 58, 498 [1956]. 
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Beschreibung der Versuche 


a) Darstellung der Allylurethane und ihrer 
Quecksilberacetat-Addukte 


2 g des Alkohols oder Alkoholgemisches werden mit der doppelten mol. Menge 
an Allylisocyanat in 10proz. benzol. Lésung durch 2stdg. Erhitzen unter Riickflug 
in das Urethan iibergefiihrt. AnschlieBend dampft man das Lésungsmittel zu. 
sammen mit dem iiberschiiss. Reagenz im Vak. auf dem Wasserbad ab und nimmt 
den Riickstand mit soviel Benzol oder Toluol auf, daB eine Iproz. Lésung des 
Urethans entsteht. ; 


Auf diese Weise gelang die Darstellung der bisher nicht bekannten N-Allyl- 
urethane der Alkohole von C,).—C,, (Tab. 5). 


Tab. 5. Allylurethane n-aliphatischer Alkohole. 








Alkohol — Hydrier-Jodzahl 

ber. gef. 

LS er ea eee 33,5 105,3 105,2 
Rreoea. 8 Se ck ee es 4] 99,4 99,2 
Bompegaee sts Ge RS PRY Y 45,5 94,5 94,3 
meme Hin: Shs Sse A Sw Ss 49,5 89,7 89,5 
a a a 57 85,6 85,4 
Pontageeyl- ww ns as oo es 61,5 81,4 81,2 
EGROMIOIWAS sc a ee 64 78,2 78,5 
Renae ss SES Se 68 73,8 73,6 
Co) US BES Sa me mn 70,5 72,0 71,7 
LTCC, Se ee ee 76,5 66,4 66,2 
BMW ES eesti, cc. 6: >) boos Se 79 61,9 62,2 
Circ ¢ Ce ae ne 80,5 58,1 57,8 
wo CC Cie Se ee a 83,5 54,4 54,2 
Co) ee ea a 84,5 51,4 51,2 











Die Allylurethane der n-aliphatischen Alkohole sind wei8e, leicht kristalli- 
sierende Verbindungen, die in den niederen Gliedern etwa bis C,, aus waBr., in den 
hdheren Gliedern aus absol. Alkohol umkristallisiert werden kénnen. Sie sind in 
den meisten organischen Lésungsmitteln besser ldslich als die entsprechenden 
Alkohole. Durch katalytische Hydrierung lassen sie sich in die N-Propyl-urethane 
iiberfiihren. 


Zur Darstellung der Quecksilber-Additionsverbindungen der Allylurethane 
wagt man 0,1 g der Allylurethane ein, versetzt mit 10 mi einer gesatt. Lésung von 
Quecksilberacetat in Methanol und erhitzt das Gemisch 10 Min. unter Riickflu8. 


Tab. 6. Quecksilber-Methanol-Additionsverbindungen von Allylurethanen. 














Schmp. Hg-Gehalt 
°C ber. | gef. 
Pelnityl- . 5. 6 ws ss 39—40 33,31 33,21 
a.) Ga Rees 46,5 31,82 31,52 
Bee 66,5 30,47 30,7 
ONG ae et a 69,5 29,23 29,35 
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AnschlieBend wird das Lésungsmittel im Vak. abgedampft und der Riickstand 
mit 10 ml trockenem Benzol unter leichtem Erwarmen gelést, wobei das iiberschiiss. 
Quecksilberacetat zuriickbleibt. Nach Filtration erhalt man eine etwa lproz. Lésung 
der Allylurethane in Form der Quecksilber-Additionsverbindungen. 


Der Hg-Gehalt wurde nach Abspaltung des Quecksilbers mit verd. HNO, 
durch Titration mit Ammoniumrhodanid ermittelt. 
















































b) Papier-Chromatographie 


Impragnierung und Vorbereitung der Papiere: Man arbeitet in An- 
lehnung an die Arbeitsvorschrift von Kaufmann und Nitsch’. Bei allen Ver- 
suchen wurde Filterpapier der Fa. Schleicher & Schill Nr. 2040b benutzt, das 
bei geringen Entwicklungszeiten die besten Trennungen erméglichte. Es ist zu 
empfehlen, die ausgewaschene Qualitaét zu verwenden, bei der durch eine Behand- 
lung mit Salzsiure alle Metallspuren, die zu einer Untergrundfarbung fiihren, 
weitgehend entfernt sind. 


Ein Streifen von der erforderlichen Lange wird mit einer Startlinie 2 cm vom 
unteren Rand versehen und langsam durch eine Schale mit ,,Undecan stand.‘‘* 
vezogen. Nach Beseitigung der Hauptmenge des Undecans durch kurzes Ab- 
pressen mit der Hand zwischen Filtrierpapier wird der Papierstreifen zwischen 
Filterpapier und zwei Glasplatten etwa 45 Min. mit einem Gewicht von 5 kg 
beschwert. Nun 148t man bei Alkoholen von 10—22 C-Atomen bis zu 70 y, bei 
lingerkettigen 5—10 y der Allylurethane in Iproz. Benzol- oder Toluol-Lésung 
an markierten Startpunkten auftropfen und laBt eine weitere Stunde an der Luft 
unter gelegentlichem Umwenden liegen. Der Impragnierungsgrad‘ betragt dann, 
wie durch Wagung der Papiere kontrolliert werden muB, etwa 0,12—0,16. Diese 
Impragnierungsdichte erwies sich fiir eine saubere Trennung als die vorteilhafteste. 
Bei geringerer Impragnierung tritt Schweifbildung, bei starkerer eine wesentliche 
Verlangerung der Entwicklungszeiten und eine Verkleinerung der Ry-Werte ein’. 


Entwicklung und Anfairbung der Chromatogramme: Die so vor- 
bereiteten Streifen werden in den Chromatographier-Zylinder derart eingehangt, 
da& sie etwa 3—5 mm in die mobile Phase eintauchen. Der Dampfraum des Zy- 
linders muB vorher mit der Entwicklungsfliissigkeit gesattigt sein. Es empfiehlt 
sich auch eine Sattigung der mobilen mit der stationéren Phase bei der Arbeits- 
temperatur von 22 bis 23°, da die stationire Phase sonst wihrend der Entwicklung 
ausgewaschen wird. Die Anfarbung erfolgt mit Hilfe eines fiir ungesiattigte Fett- 
siuren ausgearbeiteten Verfahrens® durch Anlagerung von Quecksilberacetat in 
wir. Lésung. Das entwickelte Chromatogramm trocknet man 1 Stde. bei 120° 
im Trockenschrank und behandelt es 30 Min. mit einer lproz. waBrigen Lésung 
von Quecksilberacetat, der zur Verhinderung der Hydrolyse 1% Eisessig zugesetzt 
ist. Langere Behandlung mit Quecksilberacetat ist schadlich, da sie zu einer nicht 
mehr auswaschbaren Untergrundfarbung fihrt. Der Reagenziiberschu8 wird 
durch 3stdg. Waschen in flieBendem Wasser herausgelést und das Chromatogramm 
an der Luft angetrocknet. Zur Uberfiihrung des angelagerten Quecksilberacetats in 
Quecksilbersulfid durch ,,Rauchern“ gibt man in einen Chromatographier- Zylinder 
etwa 50 ml konz. Salzsiure, hangt das Chromatogramm auf und leitet durch den 
doppelt durchbohrten Stopfen Schwefelwasserstoff ein. Nach 30 Min. haben die 
Flecken ihre gréBte Farbtiefe erreicht. 





7H. P. Kaufmann u. W. H. Nitsch, Fette, Seifen einsch!. Anstrich- 
mittel 56, 154 [1954]. 

8 Auf die Abhangigkeit der Ry-Werte vom Impragnierungsgrad wiesen 
H. P. Kaufmann u. E. Mohr, Fette, Seifen einschl. Anstrichmittel 60, 165 
[1958] bei der Chromatographie der Fettsauren hin. 
* Zu beziehen von der Fa. J. Haltermann, Hamburg-Wilhelmsburg. 





Trennung langkettiger aliphatischer Alkohole Bd. 317 (1959) 


Zusammenfassung 


Langkettige aliphatische Alkohole lassen sich nach Uberfiihrung 
in die N-Allyl-urethane papierchromatographisch trennen. Die Be. 
stimmung ist quantitativ durchfiihrbar. 


Summary 


After conversion into the N-allyl urethanes, long chain, aliphatic 
alcohols can be separated by paper. chromatography. The reaction can 
be made quantitative. 


Prof. Dr. Dr. h. c. H. P. Kaufmann, Deutsches Institut fiir Fettforschung, 
Miinster (West}.), Piusallee 76. 
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Die Behandlung von Cholesterin und Vitamin D mit Floridin 


Von 
Klaus Irmscher, Hans-Dieter Wirts und Welf v. Daehne 
Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Braunschweig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1959) 


In den letzten Jahren ist von Raoul und Mitarbeitern eine Reihe 
von Arbeiten veréffentlicht worden, die in der Beschreibung von bisher 
unbekannten, antirachitisch wirksamen Substanzen, den sogenannten 
,Ketonen 250“, gipfeln?. Diese Stoffe sollen in Pflanzen und Tieren vor- 
kommen. Ferner sollen sie auf chemischem Wege nach verschiedenen 
Methoden erhiltlich sein, bei denen eine Behandlung von Cholesterin 
einerseits und Vitamin D andererseits mit der sauren Erde ,,Floridin“ 
von ausschlaggebender Bedeutung ist. Die Beziehungen dieser Ergebnisse 
zur Vitamin-D-Chemie sowie das Interesse an der Offnung des Ringes B 
auf chemischem Wege, wie sie im Falle des Cholesterins von den fran- 
zosischen Autoren formuliert worden ist, lie} uns eine Nacharbeitung 
ihrer Befunde lohnend erscheinen. 

Daher haben wir uns von vornherein darum bemiiht, die 9.10-seco- 
Steroide aufzufinden, die bei der Floridin- Behandlung des Cholesterins (I) 
entstehen sollen. Nach Raoul und Mitarbeitern bildet sich als erstes faB- 
bares Produkt seco-Cholesterin (II), ein im Ring B geéffnetes, konjugier- 
tes Dienol. Dieses soll in einer Dien-Reaktion mit Sauerstoff ein Peroxyd 
III bilden, das bei der Behandlung mit Alkali in das ,,Keton 250° (IV) 
iibergeht, dem antirachitische Wirkung zugesprochen wird. 

Bei der Nacharbeitung haben wir uns zunichst an die Bedingungen 
der franzésischen Autoren gehalten. Die 9.10-seco-Steroide IT, III und IV 
miiBten sich leicht auffinden lassen, falls sich diese Substanzen unter den 
Reaktionsprodukten befinden, da fiir If und IV charakteristische UV- 
Absorptionen zu erwarten sind, die von den franzésischen Autoren mit 


1 Y.Raoul, N.Le Boulch, J.Chopin, P.Meunieru. A. Guérillot-Vinet, 
C. R. hebd. Séances Aead. Sci. 284, 1704 [1952]; 287, 439 [1953]; Y. Raoul, 
N. Le Boulch, J. Chopin, C. Baron, J.Guy, P. Meunier u. A. Guérillot- 
Vinet, ebenda 288, 846 [1954]; Y. Raoul, N. Le Boulch, C. Baron, J. Chopin 
u. A. Guérillot-Vinet, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 1265 [1954]; Y. Raoul, N. Le 
Boulch, A. Guérillot-Vinet, R. Dulouu. C. Baron, C. R. hebd. Séances Acad. 
Sci. 241, 1882 [1955]; C. Baron, N. Le Boulch u. Y. Raoul, Bull. Soc. chim. 
France 1955, 948; Y. Raoul, N.Le Boulch, C. Baron, R.Bazier u. A. 
Guérillot-Vinet, Bull. Soc. Chim. biol. 38, 287, 495, 885 [1956]; C. R. hebd. 
Séances Acad. Sci. 242, 3004 [1956]; C. Baron u. N. Le Boulch, Bull. Soc. chim. 
France 1958, 300; Y. Raoul, Int. Z. Vitaminforsch. 28, 306 [1958]. 

2 C. Baron, Ann. Chimie [13], 1956, 897. 
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Amax = 235 bzw. 250 mu angegeben werden; III sollte sich als Peroxyd 
nach den iiblichen Methoden nachweisen lassen. Das Dien II ist nach 
Angabe von Raoul und Mitarbeitern nur dann faBbar, wenn das Cho- 
lesterin kurzzeitig (30 Min.) mit Floridin behandelt wird; bei linger 
dauernden Ansitzen (1 Stde.) soll von den 9.10-seco-Steroiden nur III 
gefunden werden. 

Auf Grund dieser Uberlegungen sind wir nach folgendem Arbeitsplan 
vorgegangen : 

1. Einstiindige Ansitze waren nach den Literaturangaben chromato- 
graphisch in mehrere Fraktionen zu zerlegen, die auf Anwesenheit von 
Peroxyden gepriift werden sollten. 

2. Einstiindige Ansitze waren mit Alkali zu behandeln, wodurch 
eventuell gebildetes Peroxyd III in ,,Keton 250“ (IV) iibergehen sollte. 
Durch Chromatographie und UV-spektroskopische Untersuchung der 
einzelnen Fraktionen sollte dieses aufgefunden werden. 

3. Halbstiindige Ansitze waren durch sorgfiltige Chromatographie 
so weit zu zerlegen, da8 durch UV-spektroskopische Untersuchung der 
einzelnen Fraktionen das Dien II, falls es anwesend war, nicht iibersehen 
werden konnte. 


Bei den Untersuchungen gemif Punkt 1 zerlegten wir das Roh- 
produkt nach den Angaben der franzésischen Autoren in vier Fraktionen, 
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die aus der Chromatographie durch Elution mit Petrolither, Petrolither/ 
Ather 9:1, Ather und schlieBlich Methanol gewonnen wurden. Von diesen 
ist die Petrolitherfraktion mit Sicherheit peroxydfrei, waihrend fiir die 
beiden folgenden Fraktionen Gehalte von 1—1,5% an aktivem Sauerstoff 
und fiir die Methanolfraktion von 0,3—1% nicht auszuschlieBen sind. 

Sollte hier tatsaichlich das Peroxyd III vorliegen, das nach Raoul 
durch alkalische Behandlung in ,,Keton 250“ (IV) iibergeht, so hatte sich 
letzteres bei unseren Untersuchungen gemaéf8 Punkt 2 auffinden lassen 
miissen. Auf der Suche nach einer bei der Alkalibehandlung entstandenen 
Substanz mit UV-Absorption bei Amax = 250 my fanden wir lediglich eine 
in Ather schwer lésliche Substanz, die bei 249 my absorbierte. Dieses Ab- 
sorptionsmaximum tritt jedoch immer, gemeinsam mit Amax = 233 my, 
als Nebenmaximum zu Amax = 240 my auf. Ferner erwies sich, daB diese 
Substanz bereits vor der alkalischen Behandlung vorliegt. Endlich konnte 
gezeigt werden, daB es sich um einen Kohlenwasserstoff, offenbar um das 
Cholestadien-(4.6), handelt. Ein Keton mit Amax = 250 mu konnte nicht 
gefunden werden. 

Wir haben daraufhin versucht, gemiB Punkt 3 das ,,seco-Cholesterin“ 
(II) nachzuweisen, das durch ein UV-Absorptionsmaximum bei 235 my 
gekennzeichnet ist. Die sorgfaltige chromatographische Durchforschung 
halbstiindiger Ansitze erbrachte zwei Substanzen, die nahe 235 my ab- 
sorbierten. Die eine war ein Kohlenwasserstoff, der als Cholestadien-(3.5) 
identifiziert werden konnte. Die andere Substanz erwies sich durch ihr 
IR-Spektrum als Cholesten-(4)-on-(3). Ein Alkohol mit Absorption bei 
235 my lieB sich nicht auffinden. Peroxyde waren nach der halbstiindigen 
Reaktion noch nicht nachzuweisen; auch bei der Chromatographie hatte 
sich kein aktiver Sauerstoff gebildet. 

Da bei den in obigen Untersuchungen durchgefiihrten Chromato- 
graphien eine Reihe im UV absorbierender Substanzen zu beobachten 
war, haben wir gréBere einstiindige Ansitze durch Chromatographie und 
Kristallisation in eine Anzahl von Produkten (A—O) aufgetrennt. AuBer 
den bereits genannten Stoffen sowie Cholestadien-(2.4) fanden sich fol- 
gende Kohlenwasserstoffe: Kristalle vom Schmp. 229° und UV-Absorp- 
tion bei 291, 305 und 318 my (Substanz L), Kristalle ohne UV-Absorption 
vom Schmp. 234° (Substanz E) und 251° (Substanz G), ein Ol mit UV-Ab- 
sorption bei 245 my (Substanz B), ein Ol mit UV-Absorption bei 280 mu 
(Substanz D) sowie zwei Ole ohne selektive UV-Absorption (A und M). 

Drei weitere Ole (F, H und K) zeigten im IR-Spektrum neben schwa- 
cher OH-Absorption eine aihnliche verwaschene Bandengruppe zwischen 
1680 und 1600 cm-}, wie sie von den franzésischen Autoren fiir ihr Per- 
oxyd III publiziert worden ist. Diese Ole wurden deshalb mit methanoli- 
scher Kalilauge behandelt, jedoch entstand auch dadurch keine selektive 
UV-Absorption bei 250 my. 

Nach diesen Ergebnissen erfolgt bei der Floridin-Behandlung des 
Cholesterins in Hauptsache Wasserabspaltung, wobei sich eine groBe 
Anzahl verschiedener Kohlenwasserstoffe ausbildet, unter denen offen- 

4* 
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bar auch hochschmelzende Dimere vorhanden sind. Daneben findet in 
untergeordnetem Mafe Oxydation zum Cholestenon statt. Ein Auftreten 
einer geringen Peroxydmenge ist angesichts der sich bildenden homo. 
annularen Diene verstindlich. Fiir ein Entstehen von 9.10-seco-Steroiden, 
insbesondere in der von Raoul und Mitarbeitern beschriebenen Weise, 
konnten keine Anhaltspunkte gefunden werden. 

Bei der Floridin- Behandlung der Vitamine D (V) in der Kalte war von 
Raoul und Mitarbeitern!? ein Produkt gefunden worden, dem sie die 
Formel eines durch Hydratisierung der 10.19-Doppelbindung entstande. 
nen Diendiols VI zuschreiben, da es sich durch Destillation im Hochvak. 
unter Wasserabspaltung in iso-VitaminD (VII) iiberfiihren lieBe*. Das 
Diendiol VI soll sich ebenfalls in das ,,Keton 250“ (IV) umwandeln lassen, 
und zwar entweder durch erneute Floridin-Behandlung oder durch Er. 
hitzen mit methanolischer Kalilauge an der Luft. 
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Nach den Erfahrungen aus der Vitamin-D-Chemie® wire bei der Be- 
handlung des VitaminsD mit sauren Agenzien, und als ein solches darf 
man Floridin ansehen, eine Isomerisierung des Triensystems zu erwarten. 
In der Tat zeigten die bei der Nacharbeitung der Floridin-Behandlung des 
VitaminsD, erhaltenen Rohprodukte durch ihre UV-Absorption bei 


° H. H. Inhoffen, K. Brickner u. R. Griindel, Chem. Ber. 87, 1 [1954]; 
H. H. Inhoffen, G. Quinkert, H.-J. Hess u. H..M. Erdmann, ebenda 89, 2273 
[1956]. 

* Die von den franzésischen Autoren fiir iso-Vitamin D angegebenen Ex- 
tinktionen von ¢ = 85 000 sind als falsch anzusehen®. 
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Amax = 279 mu, 289 my (ec = 26800) und 301 my an, dab iso-Tachysterin 
(VIII) direkt durch saure Isomerisierung in 40- bis 60proz. Reinheit ent- 
steht. 

Bei der Chromatographie der Rohprodukte konnten wir nach Ab- 
trennung des iso-Tachysterins in 30—35% Ausbeute eine Fraktion gewin- 
nen, die mit Amax = 250/53 my eine UV-Absorption aufwies, wie sie von 
Raoul und Mitarbeitern fiir das Diendiol VI angegeben worden war. 
Wir haben deshalb diese Fraktion etwas naiher untersucht. Eine erneute 
Chromatographie mit analytischer Untersuchung einzelner Fraktionen 
zeigte schon durch das chromatographische Verhalten, daB hier kein 
einheitlicher Stoff vorlag. Die Extinktion nimmt zunichst zu, bei den 
spiteren Fraktionen aber dann stetig ab. Die Anteile mit der héchsten 
Extinktion enthalten 3,3, die spiteren Fraktionen 3,9 Atome Sauerstoff 
pro Molekiil. Diese Werte liegen also weit iiber den fiir VI zu erwartenden. 
Auch die UV-Absorption ist bei den verschiedenen Fraktionen nicht ein- 
heitlich. Nur bei den reinsten Anteilen liegt das Absorptionsmaximum um 
250 mu, wahrend es sich bei den weniger reinen Anteilen abflacht und zu 
kiirzeren Wellenlangen verschiebt (Amax = 242 —248 my). 

Die Hochvakuumdestillation der reineren Anteile iiber Aluminium- 
oxyd, die eine Eliminierung von 10-staindigen OH-Gruppen unter Wasser- 
abspaltung bewirken sollte‘, brachte nicht die nach den Angaben der fran- 
zosischen Autoren zu erwartende Bildung von iso-Vitamin D, (VII); viel- 
mehr zeigte das Destillat eine Abschwaichung der Extinktion unter 
leichter Verschiebung des UV-Absorptionsmaximums ins Kurzwellige 
(Amax = 243 mu). Durch diesen Befund wird das Vorliegen einer 10-stan- 
digen OH-Gruppe unwahrscheinlich. 

In dem Bemiihen, aus den Harzen mit Anax = 250/53 my definierte 
Verbindungen zu isolieren, haben wir sie in die 3.5-Dinitro-benzoate iiber- 
gefiihrt. Diese wiesen nach chromatographischer Reinigung interessan- 
terweise im IR-Spektrum keine OH-Banden auf, ein weiteres Argument 
gegen das Vorhandensein einer tertiaéren Hydroxylgruppe, die unter den 
angewandten Bedingungen nicht verestert werden diirfte. Indes scheinen 
auch die Ester nicht einheitlich zu sein, wie aus dem Fehlen jeder Kristal- 
lisationsneigung, aus ihrem chromatographischen Verhalten und den 
schwankenden Werten der optischen Drehung der dabei erhaltenen Frak- 
tionen hervorgeht. Immerhin lé8t sich durch Riickverseifung und mehr- 
fache Chromatographie eine Substanz gewinnen, die zwar keine héhere 
Extinktion als das urspriingliche Harz, aber ein ausgepragtes UV-Spek- 

trum mit 3 Maxima bei 244, 252/53 und 262 my aufweist. Sie enthalt 
2,9 Atome Sauerstoff pro Molekiil. 

Da durch die vorstehenden Befunde eine Hydratisierung des Vit- 
amins D in 10.19, wie sie von Raoul und Mitarbeitern formuliert worden 
war, praktisch ausgeschlossen schien, lag die Vermutung nahe, da das 
bei der Adsorption an Floridin entstandene iso-Tachysterin (VIII) sekun- 

4H. H. Inhoffen, K. Briickner, R. Griindel u. G. Quinkert, Chem. Ber. 
87, 1407 [1954]. 
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dar durch Luftoxydation in Produkte mit der beobachteten UV-Absorp. 
tion umgewandelt wiirde. Wir haben deshalb reines iso-Tachysterin dem 
Sauerstoff der Luft ausgesetzt. Nachdem die Extinktion des iso-Tachy. 
sterins auf ¢ = 15—20000 abgesunken war, konnten durch chromato. 
graphische Auftrennung Harze gewonnen werden, die die gleiche UY. 
Absorption bei 250 my aufwiesen wie die Produkte, die aus den Floridin. 
Ansitzen des Vitamins D, hervorgegangen waren. 

Die IR-Spektren aller von uns erhaltenen Harze mit Amax ~ 250 my 
sind sehr uncharakteristisch (vgl. die Abbildung) sowie untereinander 
sehr ahnlich. Sie gleichen auch den IR-Spektren, die von Raoul und 
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IR-Spektrum eines aus iso-Tachysterin, durch Luftoxydation gewonnenen Harzes 
mit Amax = 250 my. 


Mitarbeitern fiir das ,,Keton 250“ veréffentlicht sind. Durch die ver- 
waschene Absorption zwischen 1600 und 1700 cm! lieB sich die Anwesen- 
heit eines «,f-ungesiattigten Ketons nicht ausschlieBen. Darum haben 
wir ein chromatographisch gereinigtes Harz mit Amax = 249 my (dar. 
gestellt durch Oxydation von iso-Tachysterin) in ein Semicarbazon bzw. 
2.4-Dinitro-phenylhydrazon iiberzufiihren versucht. Die sorgfaltige UV- 
spektroskopische Durchforschung dieser Ansitze gab keine Anhalts- 
punkte fiir das Entstandensein der Derivate einer «,f-ungesattigten 
Carbonylverbindung. 

Das Vorliegen einer ,,Hydratisierung“ glauben wir auch auf Grund 
unseres Befundes ausschlieBen zu diirfen, das das Ergebnis der Floridin- 
Behandlung des Vitamins D, vom Wassergehalt des Lésungsmittels vollig 
unabhangig ist; mit absolutem Liésungsmittel ist die Reaktion in gleicher 
Weise durchfiihrbar. Nach unseren Untersuchungen am iso-Tachysterin 
scheint das Floridin in erster Linie nur eine Isomerisierung des Vitamins 
D, zum iso-Tachysterin zu bewirken und fiir die Bildung der bei 250 mu 
absorbierenden Produkte nur insofern eine Rolle zu spielen, als an seiner 
Oberflache Sauerstoff adsorbiert ist, der einen oxydativen Abbau des 
entstandenen iso-Tachysterins bewirkt. Auf Grund der Isolierbarkeit 
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\bsorp. eines Produktes mit UV-Absorption bei 244, 252/53 und 262 my darf man 
in dem § annehmen, da8 der oxydative Abbau wenigstens teilweise iiber 4*?- 
Tachy. J Diene* verlauft. Eine Substanz mit Hydroxylgruppe in 10-Stellung, wie 
omato. § sie von Raoul gefordert wird, liegt nach unseren Ergebnissen unter den 
le U V. Reaktionsprodukten nicht vor. Uberhaupt zeigen die Sauerstoffgehalte 
oridin. J der Produkte, da8 die Oxydation nicht nach Aufnahme ven 1 oder 2 
Atomen Sauerstoff pro Molekiil stehenbleibt, sondern weitergeht, so daB 
50 mu § ein Erfassen einheitlicher Substanzen schwierig ist. 
ander Von den franzésischen Autoren wird Floridin mit ,,Florex X XS“ 


11 und gleichgesetzt ; an anderer Stelle ist von ,,Floridin X XS“ die Rede. In der 
Dissertation von C. Baron? wird ein ,,Floridin‘‘ der Fa. Floridin Adsorb- 
ents Company, Warren (Pennsylv.) verwendet, das auch wir in unsere 
Versuche eingesetzt haben und das als ,,Florex XXS“ im Handel ist. 
Mit dieser Erde sind die Befunde von Raoul, Baron, Le Boulch et. al., 
soweit sie die Entstehung von 9.10-seco-Steroiden aus Cholesterin und 
eines Diendiols VI aus Vitamin D betreffen, nicht zu bestatigen. Offen 
bleibt jedoch, ob nicht andere, aus den franzésischen Arbeiten nicht 
ersichtliche Faktoren die Voraussetzung fiir die Durchfiihrbarkeit der 
untersuchten Reaktionen bilden. 

Hinsichtlich der Reduktion des Vitamins D mit Lithium in fliissigem 
Ammoniak, die nach Raoul und Mitarbeitern ebenfalls zum seco-Chole- 
sterin (II) fiihren soll, konnten wir lediglich die Befunde von Westerhof 
und Keverling Buisman bestatigen, nach denen hierbei Dihydro- 
tachysterin entsteht. So war auch von dieser Seite her der Weg zum 
Larzes »Keton 250“ unzuginglich. Wir sind bemiiht, das Dihydro-Derivat II auf 
einem eindeutigen Weg zu gewinnen. 

Herrn Professor Dr. Inhoffen danken wir fiir die Unterstiitzung und Leitung 
ver- dieser Arbeit. Der Fa. E. Merck, Darmstadt, danke ich fiir die mir gewah 


esen- Forderung sowie fiir die Beschaffung des Floridins. K. I. 
aben 
. Beschreibung der Versuche 

ZW 


UV. Das Floridin, das fiir die fe}genden Versuche verwendet wurde, war ein Produkt 
7 der Firma Floridin Adsorbents Company, Warren (Pennsylv.), das unter dem 
alts- Namen ,,Florex X XS“ in den Handel kommt. 


a) Behandlung von Cholesterin 


Floridin-Behandlung des Cholesterins: Zu der unter RiickfluB zum 
di Sieden erhitzten Lésung von 2 g Cholesterin in 600 cm? absol. Tetrachlorkohlenstoff 
_— gab man 26 g Floridin, das durch Istdg. Erhitzen auf 280° ,,aktiviert“* worden war, 
lig und erhitzte unter Riihren eine weitere Stunde zum Sieden. Der Sand, der sich im 
cher Laufe der Reaktion purpurrot gefarbt hatte, wurde abfiltriert. Das Filtrat enthielt 
1,2 g eines gelblichen Ols. Die restlichen 0,8 g wurden mit Ather/Aceton 1:1 vom 
Floridin abgelést; sie bestanden aus einem dunkelbraunen Ol, das feste Anteile 
vee enthielt. 


m 
a 5 P. Westerhof u. J. A. Keverling Buisman, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 
d 75, 453 [1956]. 

0s * Vgl. Dihydrotachysterin Amax = 242, 251 und 261 my (F. v. Werder, 


seit diese Z. 260, 119 [1959)). 
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Prifung des durch Istdg. Floridinbehandlung entstandenen 


Produktes auf Anwesenheit von Peroxyd: Beide Anteile des obigen Ansatzes 


wurden vereinigt und an 80g Aluminiumoxyd (stand. nach Brockmann) chro. 
matographiert. 











7 " : Substanz Gehalt an aktivem 
Frakt. Lésungsmittel (mg) Sauerstoff (%) 
1 2000 cm® Petrolather | 941 <0,1 
2 1000 cm® Petrolather/Ather 9: 1 174 1,5 
3 750 cm? Ather : ; 317 12 
4 750 cm? Methanol ; 500 0,6 
1932 











Fir die Peroxyd-Bestimmung wurden etwa 100 mg aus jeder Fraktion genau 
abgewogen, in 2 cm? Ather gelést und mit 20 cm* Eisessig versetzt. AnschlieBend 
fiigte man zu jeder Probe 1 g Kaliumjodid hinzu. In gleicher Weise wurden einige 
Blindproben angesetzt. Nach 24stdg. Aufbewahren im Dunkeln verdiinnte man mit 
10 cm* Wasser, setzte etwas Stairkelésung zu und titrierte mit 0,01n Natrium- 
thiosulfat. Nach Vergleich mit dem mittleren Blindwert errechnen sich die obigen 
Gehalte. % 

Alkali-Behandlung des durch Istdg. Floridin-Behandlung ent- 
standenen Produktes. Versuch der Isolierung von ,,Keton 250“: Die 
beiden aus dem Tetrachlorkohlenstoff-Filtrat und aus dem Ather/Aceton-Eluat 
erhaltenen Anteile chromatographierte man zusammen an 80g Aluminiumoxyd 
(stand. nach Brockmann). Man zog mit Petrolaither auf und eluierte folgende 
Fraktionen: 











Frakt. Lésungsmittel — Substanz ~— ng 
A 1200 cm? Petrolather 1,208 gelbliches Ol — 
B 500 cm® Petrolather/ 
Ather 9:1 0,261 braunes 61 m. gelbe Zone 
festen Anteilen 
C 700 cm® Ather 0,350 braunes O1 m. 2 gelbe 
festen Anteilen Zonen 
D 300 cm* Methanol 0,155 gelbes Ol m. gelbe Zone 
festen Anteilen 
1,974 














Jede der Fraktionen A—D wurde mit 5 proz. methanolischer Kalilauge 5 Min. 
unter Riickflu8 zum Sieden erhitzt. Man verdiinnte mit Wasser und extrahierte 
nach Neutralisation gegen Phenolphthalein mit Ather. Die aus den gewaschenen, 
getrockneten und eingedampften Extrakten erhaltenen Rohprodukte wurden an 
je 20g Aluminiumoxyd (nach Brockmann) chromatographiert. Die einzelnen 
Fraktionen wurden UV-spektroskopisch durchsucht. 

Fraktion A ergab nach der Alkali-Behandlung 1,029 g. Die Chromatographie 
lieferte folgende Fraktionen: 











UV- 
Frakt. Lésungsmittel a Substanz Absorption 
8 Amax (my) 
I 1200 cm? Petrolather 828 gelbliches Ol 228; 234 
II 750 cm? Ather 90 gelbes Ol 234; 274 
III 150 cm’ Methanol 158 gelbliches Ol m. — 
festen Anteilen 
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Fraktion B ergab nach Alkali-Behandlung 241 mg. Die Chromatographie lie- 
fete folgende Fraktionen: 












UV- 
‘oar Substanz Absorption 
g Amax (mp) 





Frakt. Lésungsmittel 











































1 200 cm’ Petrolather —- - -- 
2-3 100 cm? Petrolather/ 
Ather 95:5 146 gelbes Ol 230 
4 150 cm? Petrolather/ 

Ather 95:5 - 
100 cm? Ather 23 braunes Ol — 

50 cm? Methanol 13 gelbliches Ol m. — 

festen Anteilen 


Ein Teil der Fraktionen 2—3 war in Ather schwer léslich. Er zeigte folgende 
UV-Absorption: Amax = 233 my (10800); 240 my (11500); 249my (8000); 
263 mu (2100); 274 my (2500); 286 my (1900). 

Von der Fraktion C blieben nach der Alkali- Behandlung 332 mg. Die Chromato- 
graphie lieferte folgende Fraktionen: 


S> or 
































UV- 
Frakt. Lésungsmittel Menge Substanz Absorption 
(mg) Amax (mp) 
1 200 cm? Petrolather —- - —- 
2—3 100 cm? Petrolather/ 
Ather 9:1 — — — 
4—9 500 cm® Petrolather/ 
Ather 9:1 - 10 braunes Olu. helle | 291, 805,318 
; feste Substanz 
10—11] 250 cm* Ather 97 braunes O1 — 
12 250 cm? Methanol 207 gelbliches Ol m. = 
festen Anteilen 
314 


Ein Teil der Substanz der Fraktionen 4—9 war in Ather schwer loslich. Er 
zeigte folgende UV-Absorption: dmax 291 my, B% = 513; Amax = 305 mp, 
i% = 668; Amax = 319 mp, EY 7%, = 528. 


Fraktion D zeigte nach Alkalibehandlung keine selektive UV-Absorption. 


UV-spektroskopische Untersuchung des durch Ystdg. Floridin- 
Behandlung erhaltenen Produktes. Versuch der Isolierung von ,,seco- 
Cholesterin‘: Das Tetrachlorkohlenstoff-Filtrat des Floridins enthielt 0,8 g eines 
gelblichen Ols, das Ather/Aceton-Eluat die restlichen 1,2 g als braunes Ol. Beide 
Anteile wurden zusammengefaBt und an 300 g Aluminiumoxyd (Fa. Woelm, neutral, 
Akt.-Stufe II) chromatographiert. 











Frakt. Lésungsmittel Menge (mg) Substanz 
1—7 1200 cm® Petrolather 799 gelbliches Ol 
8—13 600 cm® Petrolather/Ather 95:5 128 braunes 6] m. 
festen Anteilen 
14—41 | 2800 cm? Petrolither/Ather 70:30 527 braunes 01 m. 
krist. Anteilen 
42—51 | 1000 cm? Ather 685 gelbliche Kristalle 
52 500 cm* Methanol 10 braunes Harz 
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Folgende Fraktionen enthielten Substanzen mit charakteristischer UY. 
Absorption: 





Frakt. | UV-Absorption, Amax (my) | Extinktion 











1 232 (Haltepunkt), 285 
242 (Schulter) 
3 265, 275, 286 
291 E\%, = 504 
8—10 305 E\%, = 648 
319 BY %, = 506 
19—20 235 € = 9000 


Die Substanzen der Fraktionen 1—7 erwiesen sich durch IR-Spektren als 
Kohlenwasserstoffe. Das IR-Spektrum der Fraktionen 19—20 war identisch mit 
dem des Cholesten-(4)-ons-(3)®. 

Um sich zu iiberzeugen, ob nicht im Laufe der Chromatographie das seco. 
Cholesterin in das Peroxyd III iibergegangen war, priifte man simtliche Fraktionen 
der Chromatographie, z.T. zu mehreren zusammengefaBt, auf Anwesenheit von 
Peroxyd. Hierzu wurden die einzelnen Proben unter LuftausschluB 30 Min. mit 
einer Lésung von Natriumjodid in Eisessig auf dem Wasserbad erwarmt und dann 
mit 0,01n Natriumthiosulfat titriert. Samtliche Substanzproben lagen innerhalb des 
Schwankungsbereiches der Blindproben. 

Isolierung der bei Istdg. Floridin-Behandlung entstehenden 
Substanzen: Das aus 10g Cholesterin erhaltene Rohprodukt wurde an 400g 
Aluminiumoxyd (stand. nach Brockmann) chromatographiert. Man fing jeweils 
100 cm® Eluat auf. Die so erhaltenen Fraktionen wurden direkt einer UV-Messung 
unterworfen. 




















” . sada a UV-Absorption 
Frakt. Lésungsmittel Menge (g) Substanz Amax (my) 
1—4 Petrolather 1,448 farbl. Ol 245, 
unausgepragt 
5—10 Petrolather 2,224 gelbl. O1 232, 285, 242 
11—15 Petrolather 0,447 gelbl. Ol 280, 
unausgepragt 
16—31 Petrolather 0,449 gelbl. Ol u. — 
weiBer Feststoff 
32—70 Petrolather 0,382 gelbl. Ol u. 280, 293/94, 
weiBer Feststoff 306 
71—78 Petrolather/ 0,938 gelbes Ol] u. 232, 240, 248, 
Ather 9:1 Feststoff 263, 275, 285 
79—84 Petrolather/ 0,063 gelbes Ol — 
Ather 9:1 
85—94 Petrolather/ 0,046 gelbes Ol ~ 230 
Ather 9:1 . 
95—100 Ather 0,385 braunes Ol u. 292, 305, 318 
. Feststoff 
101—107 Ather 0,173 braunes Ol u. 233, 292, 305, 
Feststoff 318 
108—117 Methanol 3,440 gelbl. Kristalle oo 
9,995 


6 K. Dobriner, E. R. Katzenellenbogen u. R.N. Jones, Infrared Ab- 
sorption Spectra of Steroids, S. 103, Interscience Publishers Inc., New York 1953. 
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Das Ol aus 1—4 wurde im Hochvak. destilliert, Sdp.y,9; = 200°. Bei der 
Destillation anderte sich die UV-Absorption nicht. Eine erneute Chromatographie 
an Aluminiumoxyd (nach Brockmann) ergab eine Auftrennung in einen Anteil (A) 
ohne selektive UV-Absorption und einen zweiten (B) mit Amax=245my, E} % =118. 
Beide Anteile erwiesen sich durch ihr IR-Spektrum als Kohlenwasserstoffe; die 
Probe auf Doppelbindungen mit Tetranitromethan war positiv. A gab folgende 
Analyse: 

Co,H,, (368,6) Ber. C 88,05 H11,95 Gef. C 87,50 H 12,39 


Das Ol aus 5—10 kristallisierte bei langerem Aufbewahren durch. Man léste 
in siedendem Athanol und trennte das beim Abkiihlen zuniachst anfallende O1 ab. 
Die Umkristallisation des in Lésung verbliebenen Restes aus Alkohol mit wenig 
Ather ergab lange Nadeln (C) vom Schmp. 75°, die sich im IR-Spektrum als Kohlen- 
wasserstoff erwiesen. Nach der UV-Absorption bei Amax = 232 mu (¢ = 19 200), 
235 mu (e = 19 600), 242 my (e = 12 800) handelt es sich um Cholestadien- (3.5). 


C.,H,, (368,6) Ber. C 88,05 H11,95 Gef. C 87,48 H 11,57 


Das Ol aus 11—15 (D) war nach seinem IR-Spektrum ebenfalls ein Kohlen- 
wasserstoff. Aus 16—31 wurde der weiBe Feststoff, der in Ather wenig léslich war, 
abgetrennt (E). Zur Reinigung filtrierte man ihn iiber Aluminiumoxyd und kristal- 
lisierte dann aus wenig Chloroform um. Man erhielt stabchenférmige Kristalle vom 
Schmp. 234° (Kofler-Mikroskop), die keine selektive UV-Absorption zeigten. 


Gef. C 87,06 H 12,50 


Der élige Anteil aus 16—31 (F) zeigte im IR-Spektrum schwache Absorption 
bei 3300, 1680 und 1570 cm-! sowie ein ausgepragtes Fingerprintgebiet. Er wies 
keine selektive UV-Absorption auf; auch durch alkalische Behandlung entstand 
kein UV-Spektrum. 

Aus 32—70 wurde der in Ather schwer lésliche Feststoff abfiltriert (G). 
Nach nochmaliger Reinigung iiber Aluminiumoxyd kristallisierte man aus wenig 
Chloroform um. Es entstand ein Gemisch vorwiegend tafelartiger Kristalle vom 
Schmp. 251° (Kofler-Mikroskop), die keine selektive UV-Absorption zeigten. Die 
Substanz erwies sich im IR-Spektrum als Kohlenwasserstoff. 

Der élige Anteil aus 32—70 (H) verlor rasch seine UV-Absorption bei 293 my. 
Sein IR-Spektrum wies Banden bei 3300, 1690 und 1580 cm-! sowie ein von F 
verschiedenes Fingerprintgebiet auf. Alkali-Behandlung erbrachte keine UV- 
Absorption bei 250 my. 

Die Festsubstanz aus 71—78 (J) wurde auf Grund ihrer Schwerléslichkeit in 
Ather abgetrennt. Durch Umkristallisation aus Chloroform erhielt man Kristalle 
folgender UV-Absorption: Amax = 232 mu (e = 9540), 240 my (¢ = 9850), 248 mu 
(e = 6170), 262 mu (e = 1030), 275 my (¢ = 1270), 285 my (e = 920). Im IR- 
Spektrum zeigten sich lediglich Kohlenwasserstoff-Banden. Die Trennung dieses 
offenbar aus A? und A*:6-Cholestadien bestehenden Gemisches wurde zunachst 
zuriickgestellt. 

Der dlige Anteil aus 71—78 zusammen mit dem 61 79—94 (K) zeigte im 
IR-Spektrum Banden bei 3300, 1690—35 und 1580 cm-! sowie ein charakte- 
ristisches Fingerprintgebiet. Das Ol gab keine Carbonyl-Derivate. Seine Alkali- 
Behandlung erbrachte keine selektive UV-Absorption bei 250 my. 

_ Die Festsubstanz aus 95—107 (L) konnte auf Grund ihrer Schwerléslichkeit in 
Ather abgetrennt werden. Zur Reinigung filtrierte man sie iiber Aluminiumoxyd 
und kristallisierte dann aus Chloroform um. Man erhielt stabchenformige Kristalle 
vom Schmp. 229° (Kofler-Mikroskop) und folgender UV-Absorption: Amax = 291 mu 


(E1%, = 577), 305 mp (£1%, = 738), 318 mp (E}%, = 577). 


lem lem lem 


Gef. C 87,53 H 11,57 


Der rotbraune, élige Anteil aus 95—107 wurde nochmals chromatographiert. 
Petrolather/Ather 9:1 eluierte einen Anteil (M) ohne selektive UV-Absorption, 



















60 K. Irmscher, H.-D. Wirts und W. v. Daehne, Bd. 317 (1959) 


dessen IR-Spektrum keine funktionellen Gruppen aufwies. Das Athereluat (N) 
absorbierte im UV bei Amax = 233 mu (¢ = 7200). Sein IR-Spektrum stimmte jp 
allen Einzelheiten mit dem des Cholesten-(4)-ons-(3) tiberein®. 

Die Kristalle aus 108—117 (O) wurden mehrmals aus Athanol umkristallisiert, 
Sie schmolzen dann bei 144°. Der Misch-Schmp. mit Cholesterin lag bei 146°. 


b) Behandlung von Vitamin D, 


Floridin- Behandlung des Vitamins D,: 1,34 g Vitamin D, wurden in 
350 cm’ absol. Tetrachlorkohlenstoff gelést. Nach Zusatz von 27 g Floridin, das 
durch 2stdg. Erhitzen auf 250° ,,aktiviert’‘ worden war, riihrte man 3 Stdn. bei 
Zimmertemp. AnschlieBend wurde abfiltriert und das Floridin mit Ather und Ather/ 
Aceton-Gemisch (etwa 1:1) eluiert. Der Atherextrakt enthielt 835 mg mit folgen. 
dem UV-Spektrum: Amax = 278/79 my (23 300), Amax = 289 my (26 800), Amax = 
301 my (19 500); [«]}??: —58° (Chif.); der Ather/Aceton-Extrakt enthielt 505 mg 
mit Amax = 278/79 my (21 400), Amax = 289 my (24 200), Amax = 301 my (17 100), 
Die vereinigten Extrakte wurden an 52 g Aluminiumoxyd (stand. nachBrockmann) 
chromatographiert. Man zog mit Petrolather auf und eluierte folgende Fraktionen: 








> , Menge UV-Absorption 
Frakt. Lésungsmittel (mg) Amax (mp) 
1—4 | 1200 cm® Petrolather/Ather 8:2 | 69 236—240 
5 400 cm® Petrolather/Ather 8:2 | 89 279, 289, 301 
6—10 | 1000 cm? Petrolather/Ather 7:3 | 423 279, 288 (« = 36 900), 
301; [a]: —65° 
- (Chlf.) 
11 400 cm® Ather/Methanol 8:2 443 = 33%] 250/53 (Ei%, = 225), 
288 
1024 











Die Substanz aus 6—10 wurde als 4-Methy1-3.5-dinitrobenzoat* (Schmp. 
126—127°, [a}%: + 56°) als iso-Tachysterin identifiziert. 196 mg der Ather/ 
Methanol-Fraktion wurden an 10 g Aluminiumoxyd nochmals chromatographiert. 








Frakt. Lésungsmittel von UV-Absorption (my) “a. 
1—4 | 600 cm? Ather 29 | 250, 289 
5 150 cm® Ather/Methanol 64 248—50 (Ei% = 232), |C 77,60 
98:2 288 H10,07 
6—8 | 450cm Ather/Methanol | 18 | 245—50 (H}%, = 214), 
98:2 288 (Haltep.) 
9 150 cm*® Ather/Methanol 31 243—49 (E£ 1% = 208), | C 76,34 
95:5 288 (Schulter) H 9,56 
10—12] 450m’ Ather/Methanol | 18 | 242—48 (#1% — 206), 
95:5 _____ | 288 (Schulter) 
160 














Der Sauerstoffgehalt der Analysen, berechnet auf C,,-Verbindungen, betragt 
in Frakt. 5 3,3 Atome/Mol und in Frakt. 9 3,9 Atome/Mol. Die Bedingungen des 
obigen Ansatzes wurden in mehrerer Hinsicht variiert. Ohne EinfluB auf das Er- 
gebnis sind der Wassergehalt des Tetrachlorkohlenstoffs, die Art des verwendeten 
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Aluminiumoxyds (mit dem der Fa. Woelm, neutral, Akt.-Stufe II verlaufen die 
Trennungen analog) sowie, ob die Reaktion bei Zimmertemp. oder unter Kiihlung 
durchgefiihrt wird. Der EinfluB der relativen Floridin-Menge sowie der Reaktionszeit 
geht aus der folgenden Tabelle hervor: 





Relative Floridin-Menge Reaktionszeit (Min.) % adsorbierte Substanz 











10fach 100 62 
15fach 120 85 
20fach 120 92 
20fach 180 99 


Versuch der Wasserabspaltung aus dem Produkt mit Amax = 250 mu: 
Die Ather/Methanol-Fraktion eines Floridin-Ansatzes aus 244 mg Vitamin D, ergab 
$4mg = 34% mit Amax = 249 mu (£1%, = 242), 285—89 mp (Haltep.). Nach- 


chromatographie an 10 g Aluminiumoxyd (Fa. Woelm, neutral, Akt.-Stufe II) ergab 
folgende Fraktionen: 




















ie : Menge Amax 1% 

Frakt. Lésungsmittel (mg) (my) a. 
1—5 350 cm*® Ather Spur 24248 — 
6—11 420 cm® Ather/Methanol 98:2 14 243—49 192 
12—18 | 490cm* Ather/Methanol 95:5 25 250 209 
19 1000 cm* Ather/Methanol 90:10 13 242—49 173 
20 500 cm® Ather/Methanol 75:25 5 24249 156 

57 


Die Substanz der Fraktionen 12—18 wurde mit etwas Aluminiumoxyd versetzt 
und bei 170°/0,01 Torr destilliert. Sie zeigte Amax = 243 my, Be = 182. Ein Auf- 
treten der charakteristischen 1so-Vitamin-D-Absorption war nicht zu beobachten. 
Analog verhielt sich die Substanz der Fraktionen 6—11. 

Reinigung des 250er Produktes iiber das 3.5-Dinitro-benzoat: 
443 mg Ather/Methanol-Fraktion eines Floridin-Ansatzes wurden in 10 cm? absol. 
Benzol gelést und zu einer Lésung von 1,3 g 3.5-Dinitro-benzoylchlorid in 20 cm 
Benzol und 15 cm’ absol. Pyridin gegeben. Man kochte 135 Min. auf dem Wasserbad 
unter Riickflu8 und arbeitete dann wie iiblich auf. Der Rohester wurde an 50 g 
Aluminiumoxyd (stand. nach Brockmann) chromatographiert. Man zog mit 
Petrolather/Benzol 3:7 auf und eluierte mit 600 cm* dieses Gemisches 113 mg eines 
Esters mit Amax = 289 my (iso-Tachysterin-Ester). Mit Benzol (400 cm*) und 
Benzol/Ather 8:2 erhielt man 130 mg eines Esters ohne selektive UV-Absorption. 
Sein IR-Spektrum zeigte keine OH-Banden. 

83 mg dieses Esters (aus der Benzol/Ather-Fraktion) wurden in wenig Ather 
gelést und nach Zugabe von 1,5 cm 3 proz. methanolischer Kelilauge 39 Stdn. unter 
Stickstoff bei Zimmertemp. stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung erhielt man 
35 mg eines Produktes mit folgender UV-Absorption :Amax = 243 my (E : % = 198), 
imax = 252/53 my (E}%, = 201), Amax = 261 my (E}%, = 169), Amax = 288/89 mu 
(E 1% = 136). Bei der Chromatographie an 10g Aluminiumoxyd (nach Brock- 
mann) wurde das Produkt mit Ather bzw. Ather/Methanol 98:2 eluiert. Wahrend 
die Vor- und Nachlaufe nur ein flaches Maximum bei 250—53 my zeigten, war in 
den mittleren Fraktionen die Substanz mit folgender UV-Absorption angereichert: 


dmax = 244 mu (E1% = 205), Amax = 252/53 mu (1% = 218), Amax = 262 mu 


lem lem 
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(Ei% — 175), Amax 286—90 mu (E1% = 126). In anderen Ansatzen wurden 


lem 
durch nochmalige Chromatographie fiir Amax = 252/53 my Extinktionen bis 
Ei% = 289 erreicht. 
Gef. C 78,35% H 10,94% 

Luftoxydation von iso-Tachysterin: Eine benzolische Lésung von 1g 
iso-Tachysterin, (gewonnen durch Floridin-Behandlung von Vitamin D, und 
chromatographisch gereinigt, &.5 = 36 900) lie} man einige Tage stehen, bis die 
Extinktion auf é9.5 = 19 500 abgesunken war. (In einem anderen Ansatz leitete 
man einige Stdn. Sauerstoff durch eine Lésung von iso-Tachysterin in Tetrachlor. 
kohlenstoff.) Dann chromatographierte man an 20 g Aluminiumoxyd (Fa. Woelm, 
neutral, Akt.-Stufe IT). 

















Frakt. Lésungsmittel “a UV-Absorption, Amax (my) 
1 300 cm? Petrolather 33 246 
2—3 450 cm? Petrolather 41 289 
4 150 cm® Petrolaither/Ather 9:1 141 279, 289/90 (« = 25 700), 
301 
5 600 cm® Petrolather/Ather 9:1 81 279, 290 (e = 22 700), 
300/01 
6—7 | 300 cm! Petrolather/Ather 9:1 8 250, 290 
8—9 | 300cm? Petrolather/Ather 8:2 30 250, 288/90 
10 600 cm? Petrolather/Ather 8:2 26 244 (Haltep.), 251 
(Ei%, = 142), 
261 (Haltep.), 290 
11 300 cm* Ather 103 248/49 (£}%, = 176), 
290 
12 | 300 cm? Ather 25 249 (Hi% =— 195), 290 
13 300 cm*® Ather/Methanol 303 249/50 (E}% = 244), 
289 (Haltep.) 
791 











Frakt. 13 wurde durch nochmalige Chromatographie gereinigt. 104 mg des so 
erhaltenen Produktes wurden mit Semicarbazidacetat 40 Min. auf dem Wasserbad 
erwirmt. Da beim Abkiihlen keine Kristallisation auftrat, verdiinnte man di 
athanol. Lésung mit Wasser und extrahierte mit Chloroform. Die dabei erhaltene 
organische Substanz zeigte keine Verschiebung des UV-Absorptionsmaximums. 

30 mg des gleichen Materials wurden mit iiberschiissiger athanol.-phosphor- 
saurer 2.4-Dinitro-phenylhydrazin-Lésung versetzt. Da keine Kristalle ausfielen, 
verdiinnte man mit Wasser und extrahierte mit Benzol. Das dabei erhaltene Roh- 
produkt wurde an Aluminiumoxyd chromatographiert. Es fand sich keine Fraktion, 
die oberhalb von 350 my absorbierte. 


Zusammenfassung 


Cholesterin liefert bei der Behandlung mit ,,aktiviertem‘ Floridin, 
einer sauren Erde vom Typ ,,Florex X XS“ (Firma Floridin Adsorbents 
Company, Warren, Pennsylv.), eine gréBere Anzahl von Produkten, 
unter denen Wasserabspaltungsprodukte vorwiegen. 9.10-seco-Steroide 
konnten nicht aufgefunden werden. Vitamin D erleidet durch Floridin- 





















pd. 317 (1959) Behandlung von Cholesterin und Vitamin D mit Floridin 63 


Behandlung Isomerisierung zum iso-Tachysterin. Dieses wird sekundir 
durch Luftsauerstoff zu einem Produkt mit maximaler UV-Absorption 
bei 250 mu umgewandelt, das weder die Konstitution eines 3.10-Diols, 
noch die eines «,f-ungesiittigten Ketons aufweist. 


Summary 


When cholesterol is treated with “‘activated”’ floridine, an acid earth 
of the type ‘‘Florex XXS” (Floridine Company, Warren, Pennsylv.), a 
number of products, preponderantly dehydration products, is obtained. 
9,10-seco-steroids have not been found. By Floridine-treatment, vitamin D 
is isomerized to iso-tachysterol. This is converted further by atmospheric 
oxygen into a product with a maximal UV-absorption at 250 my, which 
has neither the constitution of a 3,10-diol nor that of an «,f-unsaturated 
ketone. 

Dr. K.Irmscher, Forschungslatoratorien der Chemischen Fabrik E. Merck AG, 
Darmstadt. 








Bd. 317 (1958) 


Untersuchungen iiber den Mechanismus 
der Antithrombinwirkung des Heparins 


Von 


F. Markwardt und P. Walsmann 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1959) 


Herrn Professor Dr. P. Wels zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die blutgerinnungshemmende Wirkung des Heparins kommt vor. 
wiegend durch eine Hemmung des Gerinnungsferments Thrombin zu. 
stande. Diese Wirkung des Heparins ist entsprechend ihrer Bedeutung 
fiir die Verhiitung intravitaler Gerinnungsvorginge mehrfach unter. 
sucht worden. 


Bereits die ersten Untersuchungen mit Heparin! hatten gezeigt, daB in einem 
Gerinnungssystem von gereinigtem Thrombin und Fibrinogen das Heparin prak- 
tisch unwirksam ist. Von den meisten Autoren wird daher angenommen, dab fir 
die thrombinhemmende Wirkung des Heparins die Anwesenheit eines im Plasma 
vorhandenen Cofaktors (Heparinkomplement, Thrombin-Coinhibitor) erforderlich 
wa der gemeinsan mit Heparin den eigentlich wirksamen Thrombinhemmstoff 
bildet. 

Uber die chemische Natur dieses Faktors ist noch nichts Sicheres bekannt. 
Howell? hielt ihn fiir ein Euglobulin. Mehrere Autoren** glauben dagegen, dai 
er der Albuminfraktion des Plasmas angehért. In neueren Untersuchungen 
wurde er aber wieder in der Globulinfraktion oder Fraktion III/3 nach Cohn 
gefunden. Von Snellmann und Mitarbeitern’ konnte aus den Gewebemastzellen 
ein Heparin-Lipoprotein-Komplex mit Antithrombinwirkung isoliert werden. Es 
ist jedoch nicht geklart, ob dieses Lipoprotein mit dem Heparin-Cofaktor des 
Blutes identisch ist. 

Uber die Wirkungsweise des Heparin-Cofaktors bestehen verschiedene Vor. 
stellungen. Man meint, daB er an der Bildung eines inaktiven Komplexes zwischen 
Heparin und Thrombin teilnimmt® oder daB er sich zunachst mit dem Heparin 
zu einem Inhibitor vereinigt, der entweder mit dem Thrombin eine dissoziierbare 
Verbindung eingeht‘ oder die Thrombinwirkung durch Interferenz mit der Throm- 
bin-Fibrinogen-Reaktion verhindert®. 


1 W. H. Howell u. E. Holt, Amer. J. Physiol. 47, 328 [1918]. 

2 W. H. Howell, Amer. J. Physiol. 71, 553 [1924—25]. 

3M. Volkert, Acta physiol. scand.5, Suppl. 15 [1942]; M.Zipf u £. 
Chargaff, J. biol. Chemistry 136, 689 [1940]; J. H. Ferguson, Amer. J. Physiol. 
130, 759 [1940]; H. Dyckerhoff u. R. Marx, Biochem. Z. 816, 255 [1944]. 

‘ T. Astrup u. S. Darling, Acta physiol. scand. 4, 293 [1942]. 

5 J. W. Littleton, Biochem. J. 58, 15 [1954]. 

* E.C. Loomis, J. Lab. clin. Med. 34, 631 [1949]; L. B. Jaques u. R. A. 
Mustard, Biochem. J. 34, 153 [1940]. 

70. Snellmann, B.Sylven u. C.Julen, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 7, 98 [1950]. 
8 P.D. Klein u. W. H. Seegers, Blood 5, 742 [1950]. 
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Uberdies setzen nicht alle Untersucher fiir die Erklarung der Heparinwirkung 
die Existenz eines besonderen Heparin-Cofaktors voraus®. Nach Ansicht dieser 
Autoren wird durch das Heparin das im Blut vorhandene Antithrombin (Serum- 
Antithrombin, Antithrombin III nach Seegers) aktiviert, welches das Thrombin 
normalerweise nur sehr langsam in-eine unwirksame Verbindung iiberfiihrt. 


Nach diesen zum Teil widersprechenden Befunden kann das Pro- 
blem der Heparinwirkung auf das Gerinnungsferment keineswegs als 
gelést_ betrachtet werden. Die vorliegende Untersuchung bemiiht sich 
daher um die Klérung des Mechanismus der durch Heparin verursachten 
Hemmung des Thrombins. 





Methodik und Materialien 


Es wurde verwendet: Heparin-Natrium der Nordmark-Werke Hamburg, 
Aktivitét 112,6 I.E./mg; gereinigtes Rinderthrombin der Arzneimittelwerke 
Dresden, Aktivitat 200 NIH-E./mg; Protaminsulfat der Hoffmann-La Roche 
AG, Grenzach, Baden; gereinigtes Rinderfibrinogen mit einem Gehalt von 
92% gerinnungsfahigem Eiwei8; p-Toluolsulfonyl-L-argininmethylester 
(TAME) wurde nach Bergmann!® hergestellt. Schmp. der aus n-Butanol um- 
kristallisierten Verbindung 146°; 0,1m Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan 
(Tris) gelést in 0,1m NaCl und mit 0,1n HCl auf py 7,8 eingestellt. 

Zur Bestimmung der gerinnungsauslésenden Aktivitat des Throm- 
bins wurden jeweils 0,5 ml Thrombinlésung mit 0,5 ml 0,5proz. Fibrinogen- 
losung bei 20° gemischt und die gemessene Gerinnungszeit an einer EKichkurve 
verglichen, die mit verschiedenen Verdiinnungen eines Standard-Thrombin- 
praparates gewonnen wurde. Thrombin und Fibrinogen wurden in Trispuffer 
gelést. Die Aktivitat wird in NIH*-Einheiten angegeben. 

Um die hydrolytische Aktivitat des Thrombins bei verschiedenen 
pu-Werten zu messen, wurde die fermentative Hydrolyse des p-Toluolsulfonyl-t- 
arginin-methylesters durch fortlaufende potentiometrische Titration der frei- 
werdenden Carboxylgruppen verfolgt. Die praktische Durchfiihrung der Messung 
wurde in einer vorangegangenen Arbeit!! ausfihrlich beschrieben. 

Fiir Reihenversuche bei neutralem py wurde die Hydrolyse des Esters einfach 
durch Titration mit Hilfe eines Farbindikators verfolgt. Zu diesem Zweck wurden 
in Reagenzglasern von 5,0 ml Inhalt (@ 2 cm), welche in ein konstant auf 35° 
erwirmtes Wasserbad eintauchten, je 0,4 ml Substratlésung mit 0,1 mi Phenolrot 
gemischt und der Mischung 0,05n NaOH aus einer Mikropipette bis zum Farb- 
umschlag von Gelb nach Rot zugegeben. Durch Zusatz von 0,5 ml Thrombin- 
lisung wurde die fermentative Hydrolyse gestartet und die Mischung durch fort- 

laufende Zugabe von 0,05n NaOH unter leichtem Umschiitteln auf dem gleichen 
schwach roten Farbton gehalten. Der po-Wert der Reaktionsmischung schwankt 
bei diesem Verfahren zwischen py 7,4 und 7,8, wie die Kontrolle an der Glas- 
elektrode zeigte. Die Aktivitaét wird in «Mol hydrolysierter TAME pro Min. an- 
gegeben. Simtliche ReaktionsgeféBe wurden silikonisiert. 
Es wurden folgende Abkiirzungen benutzt: T = Thrombin; H = Heparin; 
AT = Antithrombin; HCF = Heparin-Cofaktor; DFP = Diisopropy]-fluorophos- 
phat. 

® A. J.Quick, Amer. J. Physiol. 128, 712 [1938]; W.H.Seegers, E. D. 
Warner, K. M. Brinkhous u. H. P. Smith, Science [New York] 96, 300 [1942]; 
W.H.Seegers u. H.P.Smith, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 52, 159 [1943]; 
M. Burstein, Arch. int. Pharmacodynam. Thérap. 101, 285 [1955]; M. Burstein 
u. A. Guinand, ebenda 104, 435 [1956]. 

10 M. Bergmann, J.S. Fruton u. H. Pollok, J. biol. Chemistry 127, 643 
[1939]. 

11 F. Markwardt u. P. Walsmann, diese Z. $12, 85 [1958]. 

* National Institutes of Health. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 317 

















66 F. Markwardt und P. Walsmann, Bd. 317 (1959) 


Ergebnisse 


Zum Studium der Thrombinhemmung haben wir, wie bei unseren 
Untersuchungen iiber den Thrombininhibitor Hirudin™, die hydroly. 
tische Wirkung des Fermentes auf das synthetische Substrat p-Toluol. 
sulfonyl-L-argininmethylester (TAME) herangezogen. Durch die Be. 
stimmung der hydrolytischen Wirkung des Thrombins kann die Akti- 
vitit des Fermentes fortlaufend in einer reinen Lésung von Ferment, 
Substrat und Hemmstoff verfolgt werden. Sie stellt daher eine geeignete 
Methode zur Untersuchung des Hemmungsmechanismus dar. 


Versuche mit Heparin 


In einem System von gereinigtem Thrombin und geringen TAME. 
Mengen als Substrat bewirkt das Heparin unabhingig von der Ein. 
wirkungszeit eine Hemmung der Thrombinaktivitat. Die Hemmung 
tritt jedoch nur bei Gegenwart niedriger Substrat-Konzentrationen auf, 
da das Heparin durch hohe TAME-Konzentrationen ausgefallt wird, 
was eine Enthemmung des Fermentes zur Folge hat. Die Hemmwirkung 
des Heparins kommt offenbar durch die Bildung eines leicht dissoziier. 
baren Komplexes zwischen Heparin und Thrombin zustande. Sie ist 
bereits bei Erhéhung der Ionenkonzentration reversibel und kann voll- 
stiindig aufgehoben werden, wenn man das Heparin aus dem Disso- 
ziationsgleichgewicht mit Hilfe von Protamin entfernt, welches bekannt- 
lich mit Heparin eine unlésliche Verbindung bildet (Tab. 1). 


Tab. 1. EinfluB der Ionenstairke und des Protamins auf die Hemmung des 
Thrombins durch Heparin. 
Konzentrationen im Ansatz: 10 NIH-E. Thrombin/ml; 10 y Heparin/ml; 
0,0lm TAME. 











Hemmung der 
Zusitze Thrombinaktivitat 
in % 
0,0lm TAME ......... 25 
0,08m TAME ......... 10 
007m TAME ......... 0 
UO. < C a are 45 
De SU Ee 31 
DRBMS a 4 
5y/ml Protamin........ 33 
10y/ml Protamin. ....... 18 
15 y/ml Protamin. ....... 0 


Um die Bildung einer leicht dissoziierbaren Anlagerungsverbindung 
zwischen Heparin und Thrombin anschaulich zu machen, bedienten 
wir uns der Papierelektrophorese. Auf einem Streifen lieBen wir das 
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Thrombin vom schneller laufenden Heparin iiberwandern. Dabei bildet 
sich ein lockerer und im weiteren Verlauf der Elektrophorese wieder 
dissoziierender Komplex zwischen beiden Stoffen, dessen elektro- 
phoretische Wanderungsgeschwindigkeit zwischen der des Thrombins 
und der des Heparins liegt. Dementsprechend wandert das Thrombin 
yoribergehend schneller, so daB es am Schlu8 der Elektrophorese in 
einer breiten, verwaschenen Zone hinter dem Heparin zu finden ist 
(Abb. 1). 

Die verhaltnismaBig geringe Affinitait des Heparins zum Thrombin 
gibt keine ausreichende Erklarung fiir die durch Heparin verursachte 
Thrombininaktivierung im Blutplasma. Die bei Gegenwart von Plasma 
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Abb. 1. Papierelektrophorese von Heparin (H) und Thrombin (T). 
(Phosphatpuffer px 7,0, 8 V/cm, 0,6 mA/cm, Laufzeit 2 Stdn. bei + 2°). 
I= Thrombin; II = Thrombin + Heparin; III = Heparin. Nach der Eiektro- 
phorese wurde jede Bahn in 14 cm breite Querstreifen senkrecht zur Laufrichtung 
zerschnitten. Die Streifen wurden mit Trispuffer eluiert und ein aliquoter Teil 
auf den Gehalt an Thrombin oder Heparin gepriift. 
Thrombinbestimmung durch Austestung an Fibrinogenlésung. Heparinbestim- 
mung durch Messung der beschleunigenden Wirkung auf die Thrombin-Anti- 
thrombin-Reaktion (Abb. 4 u. 7). 


durch Heparin bewirkte Thrombinhemmung ist viel stérker und nicht 
in gleicher Weise reversibel wie die soeben beschriebene Thrombin- 
Heparin-Reaktion. 

Fiir eine erfolgversprechende Bearbeitung des vorliegenden Pro- 
blems schien es uns daher zuniachst notwendig, die als Heparin-Cofak- 
tor bezeichnete Substanz, durch deren Mitwirkung das Heparin erst zu 
einem starken Thrombinhemmstoff wird, aus dem Blut zu isolieren. 
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Versuche zur Isolierung der als Heparin-Cofaktor wirkenden 
Substanz aus Rinderblut 


Von Monkhouse und Mitarbeitern’® wurde der Heparin-Cofaktor 
aus dem Blut auf etwa das 8fache angereichert. Bei alteren Unter. 
suchungen wurden Plasma, Serum oder grobe Plasmafraktionen als 
Heparin-Cofaktor-Quelle verwandt. Um gleichzeitig die Frage nach der 
Identitat des Heparin-Cofaktors mit dem Antithrombin des Blutes zu 
klaren, haben wir bei allen Reinigungsschritten neben der Heparin. 
Cofaktor-Aktivitaét auch die’ Antithrombin-Aktivitét der gewonnenen 
Plasmafraktionen bestimmt. 














































Bestimmungsmethoden 

Das Antithrombin (AT) des Blutes bewirkt eine langsam verlaufende In. 
aktivierung des Thrombins, wahrend die Wirkung des Heparin-Cofaktors (HCF) 
dadurch gekennzeichnet ist, daB er gemeinsam mit Heparin eine sofortige Hem. 
mung des Thrombins bewirkt. Zur Bestimmung der AT-Aktivitét wurden daher 
0,1 mi der zu untersuchenden Lésung mit 0,3 mi Trispuffer und 0,1 ml Thrombin. 
lésung (100 NIH-E./ml) versetzt und die restliche Thrombinaktivitat nach 60 Min. 
Einwirkung bei 28° durch Zugabe von 0,5 m/ Fibrinogenlésung, wie unter Methodik 
beschrieben, ausgetestet. Zur Bestimmung der HCF-Aktivitét wurden 0,1 mi der 
gleichen Lésung mit 0,1 m/ Heparinlésung (5,0 I.E./ml) 0,2 ml Puffer und 0,1 mi 
Thrombinlésung (100 NIH-E./ml) gemischt und nach 30 Sek. die verbleibende 
Thrombinmenge in gleicher Weise an einer Fibrinogenlésung ausgetestet. 

AT- und HCF-Lésungen, die eine véllige Inaktivierung der vorgelegten 
Thrombinmenge verursachten, wurden mit Pufferlésung so weit verdiimnt, daf 
nach ihrer Einwirkung noch eine gut meBbare Thrombinaktivitat tibrigblieb. 


Als 1 HCF-Einheit (HCF-E.) bzw. 1 AT-Einheit (AT-E.) wird die. J 54; 
jenige Menge bezeichnet, die jeweils unter den angegebenen Versuchs- § hal: 
bedingungen 1 NIH-E. Thrombin inaktiviert. 


Isolierung aly: 

1. Frisch entnommenes Rinderoxalatblut (1 Tl. 1,33proz. Natriumoxalat- 
lésung + 9 Tle. Blut) wurden zur Sedimentation der Erythrozyten 30 Min. bei 
850 x g zentrifugiert. Das iiberstehende Plasma wurde 2 Min. auf 53° erhitzt, an- 
schlieBend schnell abgekiihlt und das ausfallende Fibrin durch Zentrifugieren a 
entfernt. ie 

2. 1000 ml defibriniertes Oxalatplasma wurden mit 100g Bariumcarbonat § 2. 
zur Adsorption des Prothrombins 15 Min. lang verriihrt und das Adsorbat ab- § 3. - 
zentrifugiert. Die Lésung wurde sodann mit dem gleichen Vol. Tricalciumphosphat- § 4. | 
gel (hergestellt nach 1. c.!8) gemischt, 15 Min. geriihrt und dann zentrifugiert. Das 
Adsorbat wurde zweimal mit 1000 ml 0,9proz. NaCl-Lésung auf der Zentrifuge Diff 
gewaschen und danach durch 10 Min. langes Verriihren mit 500 ml blutisoto- 
nischem Phosphatpuffer, px 7,8, eluiert. 

3. 500 mi Eluat wurden in der Kalte bei —2 bis 0° langsam mit 300 ml An 
gesitt. Ammoniumsulfatlésung versetzt und der Niederschlag in der Kalte ab- HC 
zentrifugiert. Die Lésung wurde sodann mit dem gleichen Vol. gesitt. Ammonium- 
sulfatlésung gemischt, der Niederschlag in der Kalte abzentrifugiert, in 10 ml 0,1m : 
Phosphatpuffer, py 7,8, gelést und 3 Stdn. bei + 2° gegen die gleiche Pufferlésung § in 


dialysiert. (A 
12 F.C. Monkhouse, E.S. France u. W. H. Seegers, Circulation Res. 3, ‘a 


397 [1955]. 
13S. M.Swingle u. A. Tiselius, Biochem. J. 48, 171 [1950]. 
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4. Die Loésung wurde in einer Apparatur fir praparative Elektrophorese 
nach Bockemiller™ an einer Papierpulversiule elektrophoretisch aufgetrennt 
(0.1m Phosphatpuffer, py 7,8; Spannungsabfall innerhalb der Trennsaule 5 V/cm; 
Stromdurchgang 3 mA/cm?2, Laufzeit 8 Stdn. bei 0°) (Abb. 2). Die aktive Fraktion 
wurde aus der Saule herausgeschnitten und die Lésung durch Absaugen auf einer 
Glasfritte vom Papierpulver getrennt. Zur Entfernung der Puffersalze wurde die 
Lésung 3 Stdn. bei + 2° gegen Wasser dialysiert, danach eingefroren und lyo- 
philisiert. 
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Abb. 2. Elektrophoretische Auftrennung der Fraktion 3. 
Versuchsanordnung wie unter Isolierung beschrieben. Bestimmung der EiweiB- 
konzentration durch Messung der UV-Absorption bei 280 my in 0,1ln HCl und 
0,1 em Schichtdicke (O----O). Bestimmung der HCF-Aktivitat in HCF-E./ml 

(@——®). Bestimmung der AT-Aktivitat in AT-E./ml (o——o). 


Das Trockenpraparat kann im Exsikkator bei 0° iiber 6 Monate ohne Akti- 
vitatsverlust aufbewahrt werden. Lésungen verlieren bei Zimmertemperatur nach 
24 Stdn. an AT- bzw. HCF-Aktivitat. In gefrorenem Zustand sind sie iiber 8 Wochen 
haltbar. 

Tab. 2. Anreicherung der Heparin-Cofaktor- und 
Antithrombin-Aktivitét aus Rinderblut. 











_ spezif. Aktivitat 
Praparation (Einheiten/mg EiweiB*) 
HCF | AT 
1. Defibriniertes Rinderoxalatplasma ..... . 3 2,5 
2, Nach Adsorption an Calciumphosphat-Gel . . 12 ll 
3. Nach frakt. Fallung mit (NH,)SO,..... 26 24 
4. Nach praparativer Elektrophorese ..... . 74 70 


* Bestimmung der Eiwei8konzentration durch Mikrostickstoffbestimmung mit Hilfe von 
Diffusionszellen nach Conway. 


Wie der Verlauf der Isolierung zeigte (Tab. 2), konnte eine 25fache 
Anreicherung des HCF erreicht werden. In gleichem Umfang wie die 
HCF-Aktivitat wurde dabei auch die AT-Aktivitit des Plasmas ge- 
steigert. Beide Aktivititen traten bei allen Reinigungsversuchen stets 
in derselben Fraktion auf. Sie lieBen sich auch durch Elektrophorese 
(Abb. 2) nicht voneinander trennen. Wir nehmen daher an, da8 das AT 
des Plasmas als HCF wirkt, was sich auch in den nachfolgenden Ver- 
suchen bestitigte. Fiir eine Identitat des AT mit dem HCF spricht auch 


14 W. Bockemiiller u. R. Rebling, Chemie-Ing.-Techn. 24, 617 [1952]. 















70 F. Markwardt und P. Walsmann, Bd. 317 (1959) 


die von anderen Untersuchern™ getroffene Feststellung, daB beide 
Aktivitaten bei der Thrombininaktivierung aufgebraucht werden. D, 
sich kein Anzeichen fiir die Existenz eines speziellen HCF finden lief, 
wurde das gewonnene Priparat bei allen weiteren Untersuchungen nu 
noch als Antithrombin-Praparat bezeichnet. 





























Versuche mit Antithrombin 


Verlauf der Thrombininaktivierung 

Die Thrombininaktivierung durch Antithrombin verlauft langsam 
und erreicht nach etwa 60—120 Min. einen von der angewandten Anti. 
thrombinmenge abhangigen Grenzwert (Abb. 3). Gleichlaufend mit der 
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Thrombin-Inaktivierung bei Einwirkung von Anti- 
thrombin und Heparin. D 
a) 10 AT-E./ml; b) 10 AT-E. + 20 y Heparin/ml; c) 18 AT-E./ml; d) 18 AT-E. 
+ 4y Heparin/ml; e) 18 AT-E. +- 20 y Heparin/ml. ™ 


Thrombin-Ausgangskonzentration 20 NIH-E./ml. Bestimmung der Thrombin. h: 
aktivitat durch Messung der Hydrolyse von 0,04m TAME. 


Abnahme der Thrombinaktivitaét geht auch die Antithrombinaktivitit 
verloren, was fiir die Bildung einer Additionsverbindung zwischen beiden 
Reaktionspartnern spricht. Die Thrombin-Antithrombin-Reaktion trigt 
daher auch den Charakter einer Reaktion IT. Ordnung. Ihre Geschwindig- 
keitskonstante k laBt sich bei der Einwirkung aquivalenter Mengen Anti- 
thrombin und Thrombin aus der fiir diese Reaktionsart giiltigen Glei- 
chung bestimmen (Abb. 4). Die Reaktionsgeschwindigkeit ist stark 
pu-abhiangig und besitzt ein ausgeprigtes Maximum bei pg 8,5 (Abb. 5). 

Die gebildete Thrombin-Antithrombin-Verbindung ist praktisch 
undissoziiert. Durch Elektrophorese bei py-Werten zwischen 4,0—10,0 
ist sie nicht zu trennen. Das durch Antithrombin inaktivierte Thrombin 
kann weder durch Erhéhung der Ionenkonzentration noch durch nach- 
tragliche Zugabe hoher TAME-Konzentrationen reaktiviert werden. 
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Abb. 4. Einflu8 des Heparins auf die Geschwindigkeit der Thrombin-Antithrombine 
Reaktion bei py 7,8 und 35° 
a = Anfangskonzentration: Thrombin 20 NIH-E./ml, Antithrombin 20 AT-E./ml; 
z= in der Zeit ¢ inaktivierte Thrombinmenge in NIH-E.; ¢ = Einwirkungszeit 
in Min.; Uberfithrung der Zeit-Umsatz-Kurve in eine Gerade nach der fir die 
Reaktion II. Ordnung giiltigen Gleichung 1/(a—2z)=k-t+ 1/a durch Auf- 
tragen von 1/(a — x) gegen t. Steigung der Geraden = Geschwindigkeitskonstante k. 
Abb. 5. pq-Abhangigkeit der Geschwindigkeit der Thrombin-Inaktivierung bei 35°. 
Anfangskonzentration: Thrombin 20 NIH-E./ml, Antithrombin 20 AT-E./ml. 
Ordinate ka = Geschwindigkeitskonstante der Thrombin-Antithrombin-Reaktion 
(O----O) ; Ordinatekua = Geschwindigkeitskonstante der Thrombin-Antithrombin- 
Reaktion in Gegenwart von 10 y-Heparin/ml (@——®). 


Der EinfluB des Substrates 

Wahrend die nachtrigliche Zugabe des synthetischen Substrates 
keinen Einflu8 auf die abgelaufene Thrombin-Antithrombin-Reaktion 
hat, wird bei gleichzeitiger Anwesenheit von Substrat die Thrombin- 
Antithrombin-Reaktion vollstaéndig verhindert. Wird daher das Substrat 
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A | Abb. 6. EinfluB des Substrates auf die 
Sg Z Thrombin-Antithrombin-Reaktion. Anfangs- 
x ye konzentrationen: Thrombin 10 NIH-E./ml; 
a ww Substrat 0,04m TAME; Antithrombin 10 AT- 
26 E./ml; Heparin = 5 y/ml; px 8,0, 35°. Throm- 
3 "a bin-Aktivitat a) ohne Hemmstoffzugabe 
oe od’ _4 (O——O); b) nach 10 Min. Einwirkung von 
= “aa ra Antithrombin vor Substratzugabe (oE——o) ; 
=i 4 ot leo? c) nach 1 Min. Einwirkung von Antithrombin 
2 p< e + Heparin vor Substratzugabe (®©——@); 
Loe d) Zusatz von Antithrombin nach Substrat- 
| zugabe (©----@; e) Zusatz von Antithrombin 

0 4 8 22 6 £2 + Heparin nach Substratzugabe 


Min.—> (@—-—-— @). 
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vor dem Antithrombin zum Thrombin gegeben, so bleibt das Ferment 
véllig ungehemmt. Wird das Substrat wahrend der Thrombin-Anti. 
thrombin-Reaktion zugesetzt, so wird die Inaktivierung vom Zeitpunkt 
der Zugabe an unterbrochen, und die restliche aktive Fermentmenge 
kann durch Messung der TAME-Hydrolyse bestimmt werden (Abb. 6). 

Die Schutzwirkung des Substrates gegen die Antithrombinwirkung 
gibt bereits einen Hinweis dafiir, daf der Angriff des Antithrombing 
wahrscheinlich am aktiven Zentrum des Fermentes erfolgt. Um weitere 
Beweise fiir diese Annahme zu finden, haben wir versucht, die aktive 
Oberflaiche des Fermentes durch andere Hemmstoffe zu blockieren oder 
chemisch zu verindern, und untersucht, welchen EinfluB diese Mag. 
nahmen auf die Reaktion des Thrombins mit dem Antithrombin haben. 


tinfluB von Hirudin 
In vorangegangenen Untersuchungen mit dem Thrombinhemmstoff 
Hirudin"™ konnte gezeigt werden, daB dieser Inhibitor mit dem Ferment 
eine Verbindung bildet, wobei die aktive Oberfliche des Fermentes 
blockiert wird. Durch hohe Konzentrationen des synthetischen Substrates 
konnte das Hirudin wieder vom Ferment verdringt werden. Wie Tab. 3 


Tab. 3. EinfluB von Hirudin auf die Thrombin-Antithrombin-Reaktion. 


Konzentrationen in den Ansaitzen: Thrombin 10 NIH-E./ml; Hirudin 5 y/ml; 
Antithrombin 10 AT-E./m/; Heparin 10 y/ml. 














Aedites Aktivitaten in % nach Zugabe von 
0,02m TAME | 0,3m TAME 
Thrombin 100 100 
Thrombin 
+ Antithrombin* 20 19 
Thrombin 
+ Antithrombin 15 14 
+ Heparin** 
Thrombin 
4+. Hirudin 10 100 
Thrombin 
+ Hirudin 9 92 
+ Antithrombin* 
Thrombin 
+ Hirudin = 
Antithrombin 6 ” 
+ Heparin** 
* 60 Min. Einwirkung bei p, 7,8 und 35°. ** 2 Min. Einwirkung bei py 7,8 und 35°. 


zeigt, ist das Thrombin wihrend seiner Bindung an das Hirudin vor der 
inaktivierenden Wirkung des Antithrombins geschiitzt. Das aus der 
Hirudin-Thrombin-Verbindung nach Einwirkung des Antithrombins 
durch hohe TAME-Konzentrationen in Freiheit gesetzte Ferment ist 
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in seiner Aktivitit fast unverindert, wahrend das nicht an Hirudin 
gebundene Thrombin durch die gleiche Behandlung mit Antithrombin 
fast vollig inaktiviert wurde. 


Reaktion mit DIP-Thrombin 

Aus mehreren Untersuchungen?’ ist bekannt, daB die hydrolytisch 
wirksame Gruppe des Thrombins wie die anderer proteolytischer und 
esterspaltender Fermente von Alkylphosphaten phosphoryliert wird. 
Es war deshalb von besonderem Interesse, welchen EinfluB eine voran- 
gegangene Phosphorylierung des Fermentes auf seine Bindung mit Anti- 
thrombin hat. Nach dem in Tab. 4 wiedergegebenen Versuchsbeispiel 
ist das mit Diisopropyl-fluorophosphat phosphorylierte Ferment nicht 
in der Lage, Antithrombin zu binden. Mit DIP-Thrombin versetzte 
Antithrombinlésungen behalten ihre volle Aktivitaét, wihrend bei Ein- 
wirkung der gleichen Menge unverinderten Thrombins die Antithrombin- 
aktivitat verbraucht wird. 


Tab. 4. Einflu8 von Diisopropyl-fluorophosphat (DFP) auf die Aktivitat des 
Thrombins und seine Bindung mit Antithrombin. 
(DIP-Thrombin: Thrombin bei pq 7,8 und 20°, 10 Min. mit 1 ~Mol DFP/m/ 
behandelt.) 





Antithrombinverbrauch* in AT-E./ml 


nach ] Min. bei Zugabe 
von 5 y Heparin/ml 


Aktivitat 
in NIH-E./ml | nach 30 Min. 








DIP-Thrombin 1 <= 1 








Thrombin 10 8 | 9 


* Messung der verbrauchten AT-Menge durch Zugabe von 15 AT-E./ml und Bestimmung der 
restlichen AT-Aktivitit. 


Reaktion mit Esterase-Thrombin 

Das normale Thrombin, wie es fiir alle Versuche bisher benutzt 
wurde, entfaltet sowohl proteolytische Wirkungen auf das Fibrinogen 
als auch hydrolytische Wirkungen auf synthetische Argininester. 
Landaburu und Seegers!® fanden Bedingungen, unter denen die 
spezifische proteolytische Wirkung des Thrombins, welche zur Aus- 
lésung der Fibrinbildung fiihrt, verlorengeht, wahrend die esterspaltende 
Aktivitat des Fermentes erhalten bleibt. Dabei wird offenbar die aktive 
Oberfliche des Fermentes in der Weise verindert, daB es nicht mehr 
fihig ist, sein natiirliches Substrat Fibrinogen zu binden. Ein derart 
verindertes Thrombin wird als Esterase-Thrombin bezeichnet. Fiir die 


18 J, A.Gladner u. K.Laki, Arch. Biochem. Biophysics 62, 501 [1956]; 
K. D. Miller u. H. Van Vunakis, J. biol. Chemistry 2238, 227 [1956]; L. A. 
Mounter, H.C. Alexander, K. D. Tuck u. L. T. H. Dien, J. biol. Chemistry 
296, 867 [1957]. 

16 R. H. Landaburu u. W. H. Seegers, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 94. 708 
[1957]. 
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weiteren Untersuchungen der Thrombin-Antithrombin-Reaktion haben 
wir ein solches Esterase-Thrombin durch Behandlung mit Ninhydrin 
hergestellt und gepriift, wie es sich gegeniiber Antithrombin verhilt. 
Dabei zeigte sich, daB ein derart veriindertes Ferment seine Bindungs. 
fahigkeit mit dem Antithrombin verliert und vom Antithrombin nicht 
mehr gehemmt werden kann. 


Tab. 5. Reaktion von Esterase-Thrombin mit Antithrombin. 


(Esterase-Thrombin: Hergestellt .aus 1,0 ml Thrombinlésung enthaltend 1000 

NIH-E. durch 2 Stdn. lange Einwirkung von 2,0 uMol Ninhydrin bei pg 7,2 und 

35°. Entfernung des Ninhydriniiberschusses und niedrigmolekularer Reaktions. 
produkte durch Ultrafiltration und anschlieBende Verdiinnung der Lésung 























auf 50,0 ml.) 
; Esterase 
Thrombin Thrombin 
Gerinnungsaktivitat (NIH-E./ml)......... 10,0 0,5 
Hydrolyt. Aktivitét (gespalt. «Mol TAME/m//Min.) . |’ 0,48 0,46 
Hemmung durch Antithrombin* (%)...... . 76 0 
Hemmung durch Antithrombin** + Heparin (%) . 52 0 


* 60 Min. Einwirkung von 10 AT-E. Antithrombin/ml bei p, 7,8 und 35°. 
** 1 Min. Einwirkung von 10 AT-E. Antithrombin/m/ und 10 y Heparin/ml bei py 7,8 und 35°, 


Versuche mit Antithrombin und Heparin 


Verlauf der Thrombin-Inaktivierung 


Bei Zusatz von Heparin zum Antithrombin-Thrombin-Gemisch 
wird die Geschwindigkeit der Thrombin-Inaktivierung in Abhangigkeit 
von der Heparinkonzentration gesteigert. Dabei bleibt die Thrombin- 
menge gleich, welche maximal vom vorbandenen Antithrombin in- 
aktiviert werden kann (Abb. 3). 

Das pqg-Maximum der Thrombin-Inaktivierung wird bei Gegenwart 
von Heparin zum Neutralpunkt hin verschoben, so daB die Inakti- 
vierung bei pq 7,5 mit der gréBten Geschwindigkeit verlauft (Abb. 5). 
Der EinfluB des Substrates (Abb. 6) und der Verinderungen am Throm- 
binmolekiil (Tab. 3,4 und 5) ist der gleiche wie bei der vorher be- 
schriebenen Thrombin-Antithrombin-Reaktion ohne Heparin. 


Wirkung von Protamin 


Die Heparinwirkung auf die Thrombin-Antithrombin-Reaktion 
laBt sich mit Hilfe von Protamin ausschalten. Bei Zusatz steigender 
Mengen Protamin verringert sich die Geschwindigkeit der Thrombin- 
Inaktivierung proportional zur neutralisierten Heparinmenge. Wird 
durch die zugegebene Protaminmenge die gesamte anwesende Heparin- 
menge gebunden, so verliuft die Thrombin-Inaktivierung schlieBlich 
wieder so langsam wie die Thrombin-Antithrombin-Reaktion ohne 
Heparinzusatz (Abb. 7). Die Heparinwirkung kann jedoch nur verhindert 
werden, wenn die Protaminzugabe vor der Einwirkung von Antithrombin 








cat ~~ OF Le ee oe 








7 (1959) 


haben 
hydrin 
erhalt, 
lungs. 
nicht 








nd 35°, 





Bd. 317 (1959) | Mechanismus der Antithrombinwirkung des Heparins vis) 


auf Thrombin erfolgt. Eine nachtragliche Zugabe von Protamin bewirkt 
keine Enthemmung des in Gegenwart von Heparin und Antithrombin 
inaktivierten Thrombins. Wir miissen daher annehmen, da das Heparin 


—<—y Protamin+Iy Heparin/ml 
winnie hele ine 








Abb. 7. Der Antagonismus zwischen Heparin f 4 
und Protamin. h 

Spez. Reaktionsgeschwindigkeit der Throm- 
bininaktivierung & (ml/NIH-E./Min.) bei ol 2 





pu 7,8, 35° in Gegenwart von steigenden 
Mengen Heparin (@) bzw. von 20 y Heparin/ 
ml und steigenden Mengen Protamin (0). Va 

















' 
0 5 0 6& 2 
y Heparin/ml —» 

entweder die Thrombin-Antithrombin-Reaktion beschleunigt, ohne 
selbst an der Bildung eines inaktiven Thrombin-Antithrombin-Kom- 
plexes teilzunehmen, so daB seine nachtrigliche Bindung an das Prot- 
amin ohne Einflu8 auf die abgelaufene Thrombin-Antithrombin-Reak- 
tion ist, oder aber daB es irreversibel und vom Protamin nicht erreichbar 
in einem gebildeten Heparin-Antithrombin-Thrombin-Komplex ge- 
bunden ist. 








Nachweis des freien Heparins 

Falls die durch Heparin beschleunigte Thrombin-Inaktivierung 
durch Bildung eines inaktiven Thrombin-Heparin-Antithrombin-Kom- 
plexes zustande kommt, ware zu erwarten, daB bei dieser Reaktion das 
Heparin verbraucht wird und sich die Konzentration des freien Heparins 
verringert. Wie jedoch die nachtrigliche elektrophoretische Auftrennung 
des Reaktionsgemisches zeigt, wird das Heparin nicht verbraucht und 


Abb. 8. Abtrennung des freien Heparins aus 
dem Thrombin-Antithrombin-Reaktions. 
gemisch. 
Papierelektrophorese in Phosphatpuffer, 
py 7,0; 8 V/cm; 0,6 mA/cem; Laufzeit 2Stdn. 
bei + 2°. a) Gemisch von 20 NIH-E. Throm- a b) 


a) 





bin, 20 AT-E. Antithrombin und 10 y He- 
parin, gelést in 0,1 ml Phosphatpuffer, 
pu 7,5, nach 2 Min. Einwirkungszeit. b) Zum 
Vergleich aufgetragene reine Heparinlésung. 
Gleichzeitige Anfarbung von Heparin (griin) und Thrombin-Antithrombin (rot) 
mit einer Farblésung nach 1. c.17: 0,2% Methylgriin und 0,1% Azokarmin B in In 
methanolischer Essigsiure. Herauslésen der iiberschiissigen Farbstoffe aus dem 
Papier durch Waschen mit einem Gemisch aus 30 Tln. Methanol, 10 Tln. Wasser 
und 4 Tin. Eisessig. 


17 R. Amann u. E. Werle, Klin. Wschr. 35, 22 [1957]. 


O— « ———>® 








76 F. Markwardt und P. Walsmann, Bd. 317 (1959) 
















































kann nach Abschlu8 der Reaktion quantitativ und in seiner Aktivitat § Y@ 
unverindert zuriickgewonnen werden (Abb. 8). Wird einem Thrombin, Thr 
Antithrombin und Heparin enthaltenden Ansatz nach AbschluB der § & 
Inaktivierungsreaktion wiederum Thrombin und Antithrombin hinzu. 
gefiigt, so zeigt sich auch hierbei, dafi das Heparin seine volle Wirksam. Cof 
keit behalten hat und die Reaktion des erneut zugegebenen Thrombins - 
mit dem Antithrombin in gleicher Weise beschleunigt (Tab. 6). Eine Gre 
Verringerung des freien Heparins hatte sich durch eine Herabsetzung a 
der Inaktivierungsgeschwindigkeit bemerkbar machen miissen. - 
Das Heparin wirkt demnach auf die Thrombin-Antithrombin. 
Reaktion als Katalysator, ohne selbst in den inaktiven Komplex 
mit einzugehen. 
Tab. 6. Nachweis der freien Heparinmenge durch Messung seiner beschleunigenden Ad 
Wirkung auf die Thrombin-Antithrombin-Reaktion. ‘ein 
Es wird die Geschwindigkeit der Reaktion von 10 AT-E. Antithrombin mit 
10 NIH-E. Thrombin, gelést in 0,5 ml, gemessen. tii 
Reaktionsbeschleunigende Geschwindigkeitskonstante lier 
Zusatze k (ml/NIH-E./Min.) He 
mit 
_- 0,0032 7el 
2,5 y Heparin 0,015 
2,5 y Heparin vel 
+ 10 NIH-E. Thrombin \. 0,014 wil 
+ 10 AT-E. Antithrombin ae 
5 y Heparin 0,030 , 
5 y Heparin = 
+ 10 NIH-E, Thrombin * 0,031 
+ 10 AT-E. Antithrombin } lyt 
* Mischung in der angegebenen Reihenfolge. Zugabe zum Antithrombin-Thrombin-Ansatz bn 
nach Abschlu8 der Inaktivierung des vorhandenen Thrombins. 
Vorstellung iiber die Wirkungsweise des Heparins 


Die zentrale Stellung des Thrombins als gerinnungsauslésender 
Faktor wird in neueren Untersuchungen iiber den Ablauf der Blut- : 
gerinnung besonders hervorgehoben. Seine Wirkung beschrankt sich 
nicht nur auf die Auslésung der 2. Gerinnungsphase, sondern es be- 
schleunigt auch riickwirkend die zu seiner eigenen Entstehung fiihrenden th 
Vorgange. Die Ausschaltung der Thrombinwirkung stellt daher einen 
besonders wirksamen Eingriff in das Gerinnungssystem dar. Fiir eine 
wirksame Blockade des Gerinnungsvorgangs, wie sie fiir die Verhiitung 
intravitaler Gerinnungsvorginge notwendig sind, haben aber nur solche 
Thrombininhibitoren Bedeutung, die schnell und quantitativ mit th 
Thrombin reagieren. Die Thrombin-Hemmstoff-Reaktion mu8 zumin- 
dest schneller erfolgen als die Thrombin-Fibrinogen-Reaktion. Das 
Antithrombin des Blutes entspricht diesen Anforderungen unter nor- 
malen Verhiltnissen nicht, da das gleichzeitig vorhandene Fibrinogen 


schon geronnen ist, bevor das Thrombin vom Antithrombin inaktiviert i 
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werden kann. Bei Zusatz von Heparin wird aber die Antithrombin- 
Thrombin-Reaktion so stark beschleunigt, da das Antithrombin zu 
einem schnell wirkenden und daher wirksamen Thrombinhemmstoff wird. 

Da sich kein Anzeichen fiir die Existenz eines speziellen Heparin- 
Cofaktors finden lie8 und die in unseren Versuchen angewandten Kon- 
zentrationen von Thrombin, Antithrombin und Heparin in der gleichen 
GréBenordnung liegen, wie sie physiologisch vorkommen oder thera- 
peutisch angewandt werden, nehmen wir an, dai die thrombinhem- 
mende Wirkung des Heparins im Blut auf diesem Wege zustande kommt. 


Zusammenfassung 


Heparin bildet mit Thrombin eine lockere, leicht dissoziierende 
Additionsverbindung, wodurch es in gereinigten Gerinnungssystemen zu 
einer geringen reversiblen Hemmung der Thrombinaktivitit kommt. 

Bei Gegenwart von Plasma verursacht das Heparin eine mehrfach 
stirkere und irreversible Hemmung des Thrombins. Versuche zur Iso- 
lirung der Substanz aus Rinderplasma, durch deren Mitwirkung das 
Heparin zum wirksamen Thrombinhemmstoff wird, zeigten, daf diese 
mit dem Antithrombin des Blutes identisch ist. Es lieB sich kein An- 
zeichen fiir die Existenz eines speziellen Heparin-Cofaktors finden. 

Die Reaktion zwischen gereinigtem Antithrombin und Thrombin 
verliuft langsam nach den Gesetzen einer Reaktion II. Ordnung und 
wird bei Anwesenheit von synthetischem Substrat (TAME) sowie 
durch Verinderung oder Blockierung der aktiven Gruppen des Fer- 
mentes verhindert. 

Heparin beschleunigt die Thrombin-Antithrombin-Reaktion kata- 
lytisch, wodurch das Antithrombin zu einem schnell wirkenden Throm- 
binhemmstoff wird. 

Summary 

Heparin and thrombin form a loose, easily dissociating addition 
compound. By this reaction the thrombin activity in purified clotting 
systems is slightly and reversibly inhibited. 

Heparin causes a stronger and irreversible inhibition of thrombin if 
plasma is present. Experiments to isolate from beef plasma the sub- 
stance which makes heparin an efficient thrombin inhibitor showed that 
the compound is identical with the antithrombin from blood. No indi- 
cations as to the existence of another heparin-cofactor have been found. 

The reaction between purified antithrombin and thrombin proceeds 
slowly and according to second order kinetics and is inhibited in the 
presence of synthetic substrate (TAME) and by altering or blocking 
the active groups of the enzyme. 

Heparin catalyses the thrombin-antithrombin reaction, whereby 
antithrombin becomes a quickly acting thrombin inhibitor. 


Doz. Dr. F. Markwardt, Pharmakologisches Institut der Universitat Greifs- 
wald. Friedrich-Léffler-Str. 23 d. 
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Uber das Vorkommen von Taurobetain, Taurin und Inosit 
im Riesenkieselschwamm* 
Von 
D. Ackermann und P. H. List 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie 
der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1959) 


Fir die Fortsetzung unserer Untersuchungen des Riesenkiesel- 
schwammes!-® standen uns diesmal Tiere von der griechischen Insel- 
kiiste (Halbinsel Volos) zur Verfiigung. Obwohl auch sie weiBe, kinds- 
kopfgroBe, kugelige Gebilde mit einer durch feine Kieselsiurenadeln 
bedingten rauhen Oberfliche darstellten, wurden sie doch von fach- 
miinnischer Seite nicht als voll identisch mit der Art Geodia gigas er- 
achtet, die wir fiir eine friihere Untersuchung aus Schweden (Kristine- 
berg) erhielten. Wahrscheinlich erkliren sich hieraus auch die etwas 
abweichenden Befunde, die sich uns bei Schwammarten aus dem Mittel- 
meer und der Nordsee ergaben und nicht aus Unterschieden der Stand- 
orte, wie wir urspriinglich annahmen. 


Wir haben diesmal den nicht oder nur aus konzentrierter Lésung 
mit Phosphorwolframsiure (PWS) fillbaren Anteil der Extraktivstoffe 
untersucht und dabei das in der Tierwelt weit verbreitete Taurin 
gefunden. Daneben fanden wir Inosit, das zuerst von A. Scherer® im 
Muskelfleisch entdeckt wurde. 


Neu und bisher nicht in der belebten Natur beobachtet ist indessen 
das Taurobetain, wahrend das Mono- und Dimethyl-Derivat des 
Taurins neuerdings von Lindberg?® in verschiedenen Rotalgen schon 
gefunden wurde. ; 


* Vorlaufige Mitteil.: D. Ackermann u. P. H. List, Naturwissenschaften 
46, 354 [1959]. 

1 F. Holtz, Z. Biol. 81, 65 [1924]. 

2 D. Ackermann, F. Holtz u. H. Reinwein Z. Biol. 82, 278 [1924]. 

3 D. Ackermann u. P. H. List, Naturwissenschaften 44, 184 [1957]. 

4 D. Ackermann u. P. H. List, Naturwissenschaften 44, 513 [1957]. 

5 D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 808, 270 [1957]. 

6 D. Ackermann u. P.H. List, diese Z. 308, 274 [1957]. 

7 D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 309, 286 [1957]. 

8 D. Ackermann, P.H. List u. H. G. Menssen, diese Z. 312, 210 [1958]. 
® A.Scherer, Liebigs Ann. Chem. 73, 322 [1850]. 

10 B. Lindberg, Acta chem. scand. 9, 1093, 1323 [1955]. 
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Damit vermehrt sich die Zahl der Betaine wiederum um einen 
Vertreter und es zeigt sich erneut die groBe Neigung zur Methylierung 
in der Welt der niederen Tiere. 


CH,—CH,—SO,H CH,—CH,—SO,H CH,—CH,—SO0,° 
| @ 
HN—CH, N(CH), N(CH;); 
Monomethyltaurin Dimethyltaurin Taurobetain 


Eine Schwierigkeit bei der vorgenommenen Aufarbeitung des Fil- 
trates der PWS-Fallung bestand vor allem in den groBen Mengen Koch- 
salz, die sich hier ansammelten. Nach Beseitigung der Hauptmengen 
desselben durch Methanolfallung und der Reste von Cl-Ionen mit Silber- 
sulfat brauchten wir noch groBe Mengen eines stark sauren Ionen- 
austauschers, um das Natrium zu beseitigen, was nur schwer vollstandig 
gelang. 

Die Identifizierung des Taurobetains erfolgte durch Analyse der 
reinen Verbindung, Papierchromatographie und durch das IR-Spektrum. 

Eine ahnlich durchgefiihrte Untersuchung von Geodia gigas der 
schwedischen Kiiste (Kristineberg) ergab gleichfalls das Vorhandensein 
von Taurobetain neben Taurin und Inosit. 

Insgesamt wurden die folgenden Verbindungen im Laufe der Zeit 
von unserem Arbeitskreis aus Riesenkieselschwamm isoliert : 

Adenin§, 

Herbipolin (2-Amino-6-hydroxy-7.7-dimethyl-purin) **? 

C,H,N,; (ein Amino-methylpurin)*® 

Guanidin? 

Agmatin?? 

Histamin®® 

Dimethylhistamin? 

Glykokollbetain? 

Tyrosin 

Taurin 

Taurobetain 

Eledonin? 

C,H,,N,0, nur einmal gefunden und nicht vdllig sicher® 

C,,H,,NO, als Cu- und Zn-Salz, allerdings mit nicht véllig stimmen- 

den Analysen, daher unsicher 

Inosit. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. 


Beschreibung der Versuche 


Das Filtrat der PWS-Fallung des Extraktes von 32 kg Riesenkieselschwamm 
der griechischen Kiiste wurde in bekannter Weise von PWS und dem gréSten 
Teil der Schwefelsiure befreit, bei schwach schwefelsaurer Reaktion ziemlich 
weit eingeengt und mit Alkohol ein Teil des Natriumchlorids und -sulfates daraus 
entfernt. Nach dreimaligem Ausathern bei stark schwefelsaurer Reaktion wurden 
die restlichen Cl-Ionen durch Silbersulfat beseitigt. Nach Entfernen iiberschiissigen 
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Silbers und Einengen der schwach schwefelsauren Lésung kam es zur Abscheidung 
von Natriumsulfat, die durch Methanolzusatz noch vermehrt wurde. Beim Kon. 
zentrieren der jetzt verbliebenen Lésung erschien Tyrosin (9g) als typische 
weiche Kristallmasse (Ber. N 7,91, gef. N 7,74). Die Millonsche Probe war positiy, 

Im Filtrat des Tyrosins fanden sich noch erhebliche Mengen von Na-Ionen. 
Diese wurden mit stark saurem Ionenaustauscher ,,Merck I‘‘ in der Hauptmenge 
beseitigt, was trotz Anwendung groBer Mengen nicht vollstandig gelang. 

Zwecks weiterer Reinigung schiittelten wir anschlieBend mit gréBeren Mengen 
des stark basischen Ionenaustauschers ,,Merck III‘‘, der nach Absaugen und 
Waschen mit Wasser mit 5proz. Schwefelsiure eluiert wurde. Aus diesem Eluat 
lieB sich als Cu- und Zn-Salz eine Saure isolieren fiir die sich annaéhernd die Formel 
C,,H,,NO, berechnen lie8. Doch stimmten die Analysenwerte zum Teil unbe- 
friedigend, so daB dieser Befund nur mit Riicksicht auf spitere Untersuchungen 
mit allem Vorbehalt erwahnt sei. 

Aus dem Filtrat des Austauschers ,,Merck III‘ lieBen sich durch Alkohol- 
fallung 9,2g Taurin gewinnen. Die Verbindung war nach zweimaligem Unm- 
kristallisieren rein. (Ber. C 19,18, H 5,64, N 11,20, gef. C 19,21, H 5,65, N 10,90.) 
Die Schwefelprobe war positiv. 

Nachdem aus dem Filtrate des Taurins weitere Mengen Taurin mit Queck- 
silberchlorid und Baryt nach Kutscher beseitigt waren, wurden durch Methanol- 
fallung 2 g Inosit gewonnen. Nach zweimaligem Umkristallisieren stimmten die 
Analysenzahlen wie folgt (Ber. C 40,00, H 6,71, gef. C 40,47, H 6,88). Die Probe 
nach Scherer war positiv. 

Das alkoholische Filtrat des Inosits enthielt noch etwas Taurin, das sich durch 
weitere Alkoholfallung beseitigen lie. Wenn man jetzt nach Entfernen des Alkohols 
die zum Sirup eingeengte Lésung bei schwefelsaurer Reaktion mit PWS versetzte, 
so erhielt man.weiche krist. Blattchen, die auf der Zentrifuge abgetrennt und 
einmal mit 5proz. Schwefelsiure gewaschen wurden. Nach Zerlegen des so er- 
haltenen Phosphorwolframates erhielten wir 0,1 g Taurobetain, das nach dem 
Umkristallisieren zur Analyse kam. 

4,874 mg Sbst.: 6,330 mg CO,, 3,350 mg H,O. — 3,153 mg Sbst.: 0,248 cm? N, 
(25°, 709 mm). — 7,282 mg Sbst.: 10,120 mg BaSQ,. 


C;H,;NO,S (167,2) Ber. 35,92 H7,82 N8,38 S$ 19,16 
Gef. C 35,44 H7,69 N8,40 S$ 19,09 


Die Substanz hatte keinen Schmelzpunkt und zersetzte sich langsam bei 
iiber 300°. 

Weder im Papierchromatogramm mit Patridge-Gemisch noch bei der 
Papierelektrophorese (10 V/cm, Pyridin/Eisessig/Wasser-py6,5-Puffer) wanderte 
die Substanz, die mit Joddampf sichtbar gemacht wurde. 

Das IR-Spektrum in KBr™ stimmte mit dem von synthet. Taurobetain* 
vollig iiberein. 


Zusammenfassung 


Im Riesenkieselschwamm der griechischen Kiiste (Halbinsel Volos) 
lieB sich neben Inosit und Taurin ein bisher noch nicht in der belebten 
Natur aufgefundenes Betain, das Taurobetain, isolieren und durch 
Elementaranalyse und IR-Spektrum identifizieren. 


11 Das IR-Spektrum wird in der Kartei ,,Dokumentation der Molekiil- 
spektroskopie“‘, Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr., verdffentlicht werden. 

* Fur die Uberlassung von synthetischem Taurobetain sind wir Herrn Prof. 
T. O. Frain, Stockholm, sehr zu Dank verpflichtet. 
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Summary 

From the giant siliceous sponge from the coast of Greece (peninsula 
of Volos) inositol and taurine together with taurobetaine were isolated 
ind identified by elemental analyis and infra red spectrum. This is the 
first report of the occurrence of taurobetaine in nature. 

Prof. Dr. D. Ackermann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit 
Wirzburg, Koellikerstr. 2. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 317 















Das komplexchemische Verhalten von Pyrimidinabkémmlingen, I 


Das komplexchemische Verhalten 
einfacher Pyrimidinderivate gegeniiber Kupferionen 


Von 
R. Wei8 und H. Venner 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena (Direktor: Prof. Dr. med. 
H. Kn6ll) der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1959) 


Schwermetalle treten normalerweise im lebenden Gewebe nicht als 
freie Ionen auf, sondern wohl immer im Gewand organischer Komplex- 
verbindungen!. Dadurch werden nicht nur Ionenwirkungen maskiert, 
sondern auch bestimmte Metalleigenschaften verstirkt. 

Purine und Pyrimidine haben in der Biochemie eine ahnlich wichtige 
Bedeutung wie Aminosiuren und Kohlenhydrate. Waihrend die Komplex- 
bildung der letzten beiden Gruppen bereits friihzeitig recht griindlich 
untersucht wurde, trifft das fiir Purine, besonders aber die Pyrimidine, 
nicht zu. Aus diesem Grunde wurde das komplexchemische Verhalten von 
Pyrimidinabkémmlingen in Abhangigkeit vom Zentralatom sowie von Art 
und Stellung verschiedener komplexbildender Substituenten untersucht. 

Im folgenden sei die Wirkung verschiedener Substituenten in 2-, 4- 
und 6-Stellung am Pyrimidingeriist auf die komplexchemischen Eigen- 
schaften der Grundsubstanz dargelegt. 

Schwermetallsalze reagieren mit Pyrimidinderivaten unterschiedlich. 
Das ist bei der Reaktion mit Kupfersulfat deutlich sichtbar. Man kann 
bei den Pyrimidinabkémmlingen, die in 5-Stellung unsubstituiert sind, 
folgeride Gruppen unterscheiden : 

Ks entsteht I. eine blaue Verbindung 

II. eine griine Verbindung 

IIT. eine gelbe Verbindung 
oder es wird IV. kein Unterschied zur Kontrollreaktion ohne Pyri- 
midin beobachtet (vgl. Tab. 1). 


Bemerkungen zu Tab. 1: Die Angaben bezie’en sich auf Arbeiten in konz. 
Lésungen bei Anwendung der molaren Verhaltnisse: 

Pyrimidin: Metall = 1:2 im sauren bzw. 2:1 im alkal. Gebiet. 

Die Cul-Reaktion im alkal. Medium wurde wie folgt durchgefiihrt: Das Pyri- 
midin in nm NaOH gelést, wurde mit CuCl versetzt, geschiittelt und abfiltriert. Die 
Angaben in der letzten Spalte betreffen die Farbe des Filtrats. Ausnahmen bilden 
die Niederschlage einiger Mercaptopyrimidine, die einwandfreie Pyrimidin-Kupfer- 
Verbindungen darstellen. 

Die aufgefiihrten blauen Lésungen unterscheiden sich in der Farbtiefe von 
der Blindprobe. 


1 G. Weitzel, Angew. Chem. 68, 566 [1956]; vgl. auch B. Flaschentrager, 
KE. Lehnartz, Physiologische Chemie, S. 205, Springer-Verlag, Heidelberg 1951. 





Bd. 317 (1959) 








Tab. 1. Reaktionen der untersuchten Pyrimidinderivate mit Cull und Cul. 
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Auf Grund des Abwandlungsprinzips versuchten wir Klarheit dar. 
iiber zu schaffen, welche Substituenten fiir dieses Verhalten und eine 


eventuell auftretende Komplexbildung verantwortlich sind. 


I 


Pyrimidin gibt mit Kupfersulfat eine dunkelblaue wiBrige Liésung, 
die der der entsprechenden Pyridinverbindung vergleichbar ist. 

Aus der konzentrierten Liésung scheiden sich blaue Blattchen ab, 
Sie haben die Zusammensetzung Pym* Cu SO,-31%4 H,O. Etwa % H,0 
ist davon bei 20° iiber P,O, ohne Farbiinderung abspaltbar. Es ist also 
vom Kupfervitriol ein komplexgebundenes Wassermolekiil durch Pyri- 
midin ersetzt. Die Stabilitat des Komplexes ist gering: 0,1n NaOH fillt 
Kupferhydroxyd aus. 

Dieses Verhalten des unsubstituierten Pyrimidins beweist, daB der 
Ringstickstoff bei der Komplexbildung von Pyrimidinderivaten als koor. 
dinatives Haftatom auftreten kann. 

Dafiir spricht auch die von Lythgoe und Rainer? erhaltene Ver. 
bindung mit Kupferrhodanid, CuPym,(SCN),, obgleich zu beachten ist, 
daB Rhodanidkomplexe Sonderfille darstellen®. 


II. 


Griine Kristalle bildet die Barbitursiiure bei der Umsetzung mit 
Kupfer(II)-Ionen. Diese Verbindung wurde bereits 1864 von A. Baeyer! 
dargestellt. Sie hat infolge des sauren Charakters des Pyrimidins ausge- 
sprochene Salzeigenschaften. 

Man muB demzufolge bei Anwesenheit saurer Substituenten mit einer 
entsprechend polaren Bindungsart rechnen. 


IIT. 


Zur dritten Verbindungsklasse gehéren alle Pyrimidinderivate, die 
Sulfhydrylgruppen als Substituenten enthalten. 2-Thio-uracil bildet 
mit Kupfersulfat in waiBriger Lésung einen gelben Niederschlag der 
Zusammensetzung Pym Cu-H,0°. 

1949 stellte Libermannf fiir diese Verbindungsklasse die Struktur- 


formel I auf: oi 
_ 
oh | 
a 
\y’ 
H 
I 
* Pym = Pyrimidin. 
2 B. Lythgoe u. L.S. Rainer, J. chem. Soc. [London] 1951, 2323. 
3 R. WeiB, Dissertat. Jena 1957. 
4 A. Baeyer, Liebigs Ann. Chem. 130, 129 [1864]. 
5 H. L. Wheeler u. L. M. Liddle, Amer. chem. J. 40, 547 [1908]. 
6 PD. Libermann, Nature [London] 164, 142 [1949]. 
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Im alkalischen Gebiet entsteht eine griine Lésung’. 
Im sauren Gebiet wird das Ausfallen des Niederschlages verzégert. 
Die Ausbeute der entstehenden Verbindung ist jedoch viel geringer. Im 
schwachsauren Gebiet erhalt man gelbe Kristalle, die 114 H,O mehr als 
die Verbindung Wheelers enthalten. Unter gleichen Bedingungen bildet 
sung, Ff das 4.6-Diamino-2-mercapto-pyrimidin eine definierte Substanz der Zu- 
sammensetzung [CuPym],SO,-3H,0%. Gelbe Verbindungen mit Kupfer- 
n ab. 7 wulfat bilden auBerdem: 






























,H 

" ms 6-Hydroxy-2-mercapto-4-methyl-pyrimidin, 4-Amino-6-hydroxy-2- 
Pyrj. | mercapto-pyrimidin, 4.6-Dihydroxy-2-mercapto-pyrimidin, 4-Mercapto- 
fill, | Pytimidin (6-Mercapto-purin, 6-Hydroxy-2-mercapto-purin, 4.5-Di- 


amino-6-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin, 4-Amino-6-hydroxy-2-mercap- 
B der to-pyrimidin-sulfaminsaure-(5)). 

Die Kupferverbindungen der aufgefiihrten Substanzen konnten trotz 
gréBten Bemiihens nicht in einheitlicher Form erhalten werden. Die 
Ver. Analysen waren daher ungenau. Generell deuten sie aber bei Pyrimidinen, 
1 ist, | die OH-Gruppen enthalten, auf die Zusammensetzung CuPym: 44 H,0. 

Im alkalischen Gebiet scheiden sich aus der gelben Lésung des Thio- 
uracils mit Kupfersulfat (1:1) gelbe Kristalle von folgender Brutto- 


xoor- 


formel ab: 
vee [C,H3N,0,SCu (OH) H,O]x 
aos Die Stoffe sind in n HCl und in der Regel auch in n NaOH sowie in 
~ heiSer Natriumcarbonatlésung mit gelber Farbe léslich (Ausnahmen vgl. 
— §. 90). Die Farbe bleibt auch bei Zugabe von Ammoniak erhalten und erst 
nach Oxydation mit Wasserstoffperoxyd erscheint die Kupfertetrammin- 
farbe. Demnach liegt das Zentralatom im einwertig positiven Zustand vor. 
Dieses Verhalten erklirt sich aus dem Vorliegen folgender Gleich- 
die gewichte: 
det OH OH OH OH 
der se | | 
+ an io, Y (1) 
me ee ee ee) ee N Fide ncaa 
\y7 SH \w7 5! \n78-8—4y 
II 
Cu? + e® — Cu® (2) 


In der Lésung sind demzufolge sowohl 2-Thio-uracil als auch das 
Disulfid IL (Bis-[4-hydroxy-pyrimidyl-(2)]-disulfid) vorhanden. Die 
Untersuchung der reinen Substanzen, welche auf Grund des Gleich- 
gewichtes (1) méglicherweise vorliegen, zeigt, daB die Ligandenmolekiile 
sowohl mit Cu! als auch mit Cu!', die entsprechend Gleichgewicht (2) 
anwesend sind, reagieren. Die ausgefallenen Substanzen kénnen daher 
Verbindungen des Thiouracils und auch des Disulfids II sein. Daraus 


? L. Rosenthaler, Pharmac. Acta Helvetiae 24, 184 [1949]. 























erklart sich, daB im allgemeinen keine einheitlichen Stoffe erhalten wer. 
den. Gleichgewicht 1 wird nach rechts verschoben, sobald Protonen ab. 
gefangen werden, also im alkalischen Gebiet. Je saurer das Medium ist, 
um so weniger Disulfid wird sich bilden. II ist im sauren Medium zudem 
instabil®. In diesem Gebiet wird man daher Thiouracil- und im alkalischen 
Disulfid-Verbindungen erwarten diirfen. 

Die im alkalischen Gebiet erhaltene Verbindung bildet orangefarbene 
Kristalle, die im Wasser leicht léslich sind und alkalisch reagieren (px 11), 
Bei der Elektrophorese in 0,01n Natronlauge wandert die in Wasser ge. 
léste Substanz nicht. Fiir die Struktur der Verbindung kommen die For. 
mulierungen III—V in Frage. 
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Die nebenvalente Haftung des Kupfers an dem Schwefel des ferner 
liegenden Molekiilteils folgt aus dem Verhalten des 4-Hydroxy-2-methy]- 
mercapto-pyrimidins, das unter den gleichen Bedingungen eine entspre- 
chende Verbindung bilden miiBte, wenn eine nebenvalente Haftung des 
Kupfers am Schwefel des zuniichst liegenden Thiouracils méglich wire. 
Das ist jedoch nicht der Fall. Das Studium am Molekiil-Modell zeigt, dah 
infolge der freien Drehbarkeit und des Valenzwinkels des Schwefels 
3 Formen méglich sind: Abb. 1 und 2 sowie die unsymmetrische Form, 
entspr. Formel V. 

In diesem Zusammenhang sei auf das auffallige Verhalten der Pyri- 
midin-Komplexe im alkalischen Medium hingewiesen. Die gelben Kup- 
fer(I)-thiouracil-Verbindungen sind in Natronlauge léslich und stabil. 


8 W. H. Miller, R. O. Roblin u. E. B. Astwood, J. Amer. chem. Soc. 67, 
2201 [1945]. 
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Man kann solche Komplex-Lésungen herstellen, indem man Kupfer(I)- 
chlorid mit Thiouracilen in n NaOH schiittelt und nach kurzem Erwirmen 
vom Riickstand abfiltriert. Unter diesen Bedingungen liefern 4-Hydroxy- 
2-methylmercapto-pyrimidin sowie schwefelfreie Pyrimidine schwach- 
blaue Lésungen, die Cu'!-Ionen enthalten. Diese Klasse von Pyrimidinen 
































Abb. 1 und 2. Projektionen der Molekiilmodelle zweier méglicher Formen des 
Dihydroxo-[bis-(4-hydroxy-pyrimidyl-(2))-disulfid]-dikupfer(I)-chelates, die in- 
folge der Drehbarkeit der S-S-Bindung auftreten kénnen. 


ist offenbar nicht in der Lage, die Cu!-Stufe zu stabilisieren. Die Bildung 
lésungsbestandiger Cu!-Verbindungen geht in der Regel auf die Ent- 
stehung von Durchdringungskomplexen zuriick®. Entsprechend der 
Elektronen-Konfiguration des Cu! sind fiir die Auffiillung der 4 s- und 
4 p-Orbitalen 8 Elektronen erforderlich. Diese miissen von den Liganden 





Abb. 3. Das projizierte Molekiilmodell des 
Dihydroxo-[bis-(4-hydroxy-pyrimidyl-(2) - 
disulfid]-dikupfer(I)-Komplexes in der 
chinonanalogen Grenzform. 














zur Verfiigung gestellt werden. Schwefelfreie Pyrimidine sind offensicht- 
lich dazu nicht in der Lage. Es entsteht ein instabiler Komplex, der sofort 
in eine Cu!!-Verbindung iibergeht. 

Nimmt man bei den stabilen Cu'-Komplexen das Vorliegen von 
Durchdringungskomplexen an, so ist entsprechend Abb. 3 die Méglichkeit 
gegeben, daB beim Eindringen der Elektronenbahnen des Zentralatoms 
in die des Ringstickstoffs bzw. umgekehrt der Sauerstoff in 4-Stellung als 


® Fr. Hein, Chem. Koordinationslehre, S. 265, S. Hirzel-Verlag, Leipzig 1950. 
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weitere Haftstelle und somit eventuell als Elektronendonator auftreten 
kann. Auf Grund dieser Tatsache scheint uns Formulierung VI fiir die 
Disulfid-Komplexe zutreffend zu sein, da hier die Bereitstellung der erfor. 
derlichen Elektronen eventuell eher gewihrleistet ist. 


i O — Cu + OH 7 liar @iiess “a 





Cw Pie H ys, 
leila” yl tie ( —s—s—/\ | on.0 
\nZz N ] 12 7G % N aT 
H ia ie Be ey 
iL. HO-Cu< O | L HO — Cu <— OH _} 
VI 


Es wurde nun untersucht, ob man, vom Disulfid II ausgehend, zu der 
gleichen Verbindung gelangen kann. 


Bei der Umsetzung von II mit Cu(I)-chlorid entstehen dunkel- 
gelbe kérnige Kristalle. Entsprechend den Ausgangsstoffen, den Analy- 
senergebnissen, den Eigenschaften der Substanz und dem Molekiilmodell 
diirfte Struktur VII zutreffen. Die Substanz ist in Wasser nahezu unlis- 
lich. Der waBrige Extrakt enthalt Spuren von Chlorionen. Bei der Papier- 
elektrophorese in 0,1n HCl wandert ein geringer Teil des Komplexes zur 
Kathode, wihrend die Hauptmenge am Start verbleibt. Das spricht dafiir, 
daf in waiBriger Lésung Chlor in geringem MaBe ausgetauscht werden 
kann. Die Umsetzung von VII mit Natriumhydroxyd fiihrt zu Verbin- 
dung VIII, die sechseckige orangefarbene, in Wasser und Methanol leicht 
lésliche Blattchen bildet. Die Lésung reagiert alkalisch (pu 9). Bei der 
Papierelektrophorese in 0,1. NaOH wandern Pyrimidin und Kupfer ge- 
meinsam zur Anode. Die gleiche Substanz entsteht auch, wenn man II 
in n NaOH gelést, mit festem Kupfer-(I)-chlorid schiittelt, kurz erhitzt 
und abfiltriert. 
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Thiouracil reagiert mit Kupfer(I)-chlorid im sauren Medium 
unter Bildung haarfeiner gelber Nidelchen. Der waBrige Extrakt der in 
Wasser fast unléslichen Verbindung reagiert sauer (px 4) und enthilt 
Chlorionen. Trotz mehrtagiger Extraktion mit Wasser ist es nicht gelun- 
gen, die Substanz H® und Cl°-frei zu erhalten. Bei der Elektrophorese in 
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0,1n HCl wurde bei der in n HCl gelésten Verbindung keine Wanderung 
beobachtet. Wie bereits betont, bildet 4-Hydroxy-2-methylmercapto- 

yrimidin keinen entsprechenden Kupfer(I)-Komplex. Das deutet dahin, 
daB die Haftung des Zentral-Atoms beim Thiouracil-Komplex an jenen 
Stellen erfolgt, die hier blockiert sind, d.h. koordinative Bindung am 
Schwefel und Stickstoff. Das Studium des Molekiilmodells zeigt, daB die 
Bindungsart, wie sie Libermann* angibt, aus raumlichen Griinden nicht 
zutreffen kann (vgl. Abb. 4), dagegen eventuell die Formeln IX und X 


denkbar sind. 


- OH a [ OH 7 
| | 
a P an Cu <Cl 
| N | N+ 
a ae Nag 
iL §Gu~ Ol) L a 
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Abb. 4. Projektion des Molekiil- 

modells vom  2-Thio-uracil- 

kupfer(I)-chelat | entsprechend 

der Libermannschen* Formu- 
lierung. 

Abb. 5. Projiziertes Molekiil- 
modell des 2-Thio-uracil-kupfer- 
(I)-chelates mit S- Cu- N- 
Bindung. 
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Die Abb. 5 entsprechende Struktur ist fiir die aus Kupfersulfat und 
Thiouracilen erhaltenen Verbindungen sowie fiir alle Komplexe mit 
hauptvalent gebundenem Zentralatom anzunehmen. Die auBerordent- 
liche Stabilitat dieser Substanzen gegeniiber konzentrierter Salzsaure laBt 
ebenfalls auf die Bildung von Durchdringungskomplexen schlieBen. 

Bei Umsetzung von X mit Hydroxyl-Ionen entsteht ein Hydroxo- 
Komplex, offenbar nach intermediadrer Bildung eines Aquokomplexes, 
entsprechend folgendem Reaktionsschema: 











[(CgH,N,OS)CuCl] + H,O — (3) 
[(C,H,N,OS)CuOH,] - CIH + 2 NaOH — (4) 
[(C,H,N,OS)CuOH] Na, 2 H,O + NaCl (5) 
r oO sa a OH. al 
orn. Cu—OH On Cu |x HCl 
| Nv Na, 2 H,O | N7 4 | 
' aioe | RAy/ 5 |x H,O 
XI XII: R=CH, XIII: R = NH, 


XIV: R = OH 

















Andere Thiopyrimidin-Verbindungen reagieren mit Cu(I)-chlorid in 
der gleichen Weise: 


so das 6-Hydroxy-2-mercapto-4-methyl-pyrimidin 
4-Amino-6-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin 
4.6-Dihydroxy-2-mercapto-pyrimidin 
4.5-Diamino-6-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin 
sowie die 4-Amino-6-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin-sulfaminsiure-(5), 


Gelbe bzw. gelbbraune Cu!-Verbindungen bilden auch 2- und 4. 
Mercapto-pyrimidin. 

Die Kristall-Salzsiure ist bei den Komplexen der verschieden sub. 
stituierten Pyrimidin-Derivate verschieden fest gebunden. Sie laBt sich 
bei den meisten Komplexen durch Extraktion mit Wasser oder auch im 
Vakuum bei 140° iiber Kaliumhydroxyd entfernen. Dabei geht meistens 
die Kristall-Struktur der Verbindungen verloren. 

Das 4.6-Diamino-2-mercapto-pyrimidin bildet mit Kupfer(I)-chlorid 
ebenfalls eine gelbe Verbindung. Die Analyse zeigt jedoch, daB die Zu- 
sammensetzung eine andere ist, als die der bisher behandelten Sub. 
stanzen: 

3 CuCl - 2 HCl- 2 Pym 


Der Komplex wandert bei der Elektrophorese in 0,1n HCl zur Ka. 
thode. Etwa 2 HCl lassen sich durch Extraktion mit Wasser entfernen. 
Dabei zerfallen die Kristalle und es hinterbleibt eine amorphe Substanz. 
- Cl 5 Offenbar geben die Amino. 


} gruppen AnlaB zur Bildung eines 
‘4 2 Mehrkernkomplexes etwa_ nach 
‘y Formel XV. 
HS—( ‘\—NH, | Dafiir spricht das bemerkens- 
‘\Y | werte Verhalten des 2.4.6-Tria- 


| mino-pyrimidins, das _ gleichfalls 
: NH, | mehrere Aminogruppen enthiilt, 
gegeniiber Cu!-Ionen. Es ist das 


Glo aaa re 

ear | einzige von uns untersuchte schwe- 
aa felfreie Pyrimidinderivat, das mit 
Kupfer(I)-chlorid im sauren Me- 

‘t ~ | dium eine Verbindung bildet. 
H,N—! ‘ 7 —SH Bei der Bildung von léslichen 
7 oe | Kupfer(I) -Komplex -Verbindungen 
Cu | im alkalischen Gebiet spielt die 
i‘. | Anwesenheit von Hydroxylgruppen 


— —- eine entscheidende Rolle. Auch in 

XV dieser Beziehung bildet das 4.6- 
Diamino-2-mercapto-pyrimidin eine Ausnahme. Im alkalischen Medium 
entsteht ein rotbrauner Niederschlag. Genauso verhalten sich das 4.5.6- 
Triamino-2-mercapto-pyrimidin, 2- und 4-Mercapto-pyrimidin. 
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IV. 


Zu der vierten Gruppe gehéren alle iibrigen Pyrimidin-Derivate 
(Tab. 1). Aus ihren Lésungen scheiden sich blaue amorphe Niederschlage 
ab, wenn man Kupfersulfat im pu-Bereich 6—9 zugibt. Diese Nieder- 
schliige sind auBerlich vom Kupferhydroxyd nicht zu unterscheiden. Das 
besagt jedoch nicht, daB Komplexbildung ausgeschlossen ist. Es gibt im 
re-(5), | Gegenteil gewisse Hinweise, daB auch diese Pyrimidin-Abkémmlinge zu 
koordinativer Betatigung faihig sind. Mit Silbernitrat bilden z. B. alle 
Pyrimidine, welche zwei Hydroxylgruppen enthalten, sowie das 4-Hydr- 
oxy-pyrimidin farblose Lésungen im alkalischen Gebiet. 

“a Auch mit Kupfersulfat kann man bei Anwendung eines Uberschusses 
wis yon Pyrimidin in stark verdiinnten Lésungen von Uracil, Thymin oder 
we Cytosin eine blaue Farbung im alkalischen Gebiet beobachten. Nach 

einigen Minuten scheidet sich aus diesen Lésungen ein blauer Nieder- 
schlag ab. Bisher konnten jedoch keine definierten Verbindungen gefaBt 
orid werden. 


orid in 


































nd 4. 


2 Zu- 

Sub. Uberblickt man die komplexchemischen Eigenschaften der Pyrimi- 
dinderivate, so stellt man fest, daB sich die schwefelhaltigen Basen durch 
Bildung besonders stabiler Komplexe auszeichnen. 

Ka. Schwefelhaltige Pyrimidin- oder Purin-Basen spielen im natiirlichen 
nen, Stoffwechselgeschehen nach den bisherigen Kenntnissen keine Rolle, 
ang. wohl aber als Heilmittel: So z. B. das Thiouracil wegen seiner antithyroi- 
1ino- den Wirksamkeit®. Infolge der oben angefiihrten Redox-Reaktionen ver- 
ines hindert es die Oxydation von 2J° zu J,. AuBerdem wird es — offenbar 
1ach wegen seiner komplexbildenden Eigenschaften — gegen Cupraemie ver- 

abfolgt!®. Das 6-Mercapto-purin wurde neuerdings wegen seiner Anti- 
ens- tumor-Wirksamkeit eingesetzt". 
‘Tia- Die vorliegenden Ergebnisse geben Antwort auf zwei naheliegende 


falls Fragen: 
- 1. Weshalb kommen schwefelhaltige Purin- bzw. Pyrimidin-Derivate im 


sa Organismus nicht vor ? Und ; 
we 2. was geschieht mit ihnen, wenn man sie dem Organismus kiinstlich 
“tl zufiihrt ? 

Die schwefelhaltigen Basen werden unter geeigneten Bedingungen 
hen Disulfid-Briicken oder bei Anwesenheit von Schwermetallen stabile 
yen Komplex-Verbindungen bilden. Beide Reaktionen stéren den normalen 
die bzw. pathologischen Stoffwechselablauf. 
mn Herrn Prof. Dr. Dr. Fr. Hein méochten wir fiir das der Arbeit entgegenge- 
6 brachte Interesse sowie seine wertvollen Ratschlage vielmals danken. 
1m 


6- 10 J. Leloup, Bull. Soc. Chim. biol. 29, 582 [1947]. 
: 11 B. Elion, E. Burgi u. G. H. Hitchings, J. Amer. chem. Soc. 74, 411 
[1952]; G. E. Hitchings und Mitarbeiter, Cancer Res. 18, 593 [1953]. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Triaquo-pyrimidinkupfer(II)-sulfat: Lést man 0,8 g Pyrimidin® 
in 10 ml m Kupfersulfat, so kann man nach einigen Stunden die abgeschiedenen 
blauen Blattchen absaugen; mit wenig Wasser und Aceton gewaschen und iiber 
Calciumchlorid getrocknet, betrigt die Ausb. 1,2 g. 

Von der in Wasser gelésten Substanz wandern bei der Elektrophorese in 
Phosphatpuffer Pyrimidin und Kupfer gemeinsam zur Kathode. 

[C,H,N,Cu(H,O),] SO, - 144 H,O (320,8) Ber. N 8,76 Cu 19,80 H,O 25,30 
xef. N 8,47 Cu 19,23 H,O 25,50 
7% des Wassers sind unter 100° ohne Farbanderung entfernbar. 

2. Dihydroxo-[bis-(4-hydroxy-pyrimidyl]-(2))-disulfid]-dikupfer(I) 
(VI): 128g 2-Thio-uracil5, gelést in 15 m/l n NaOH, werden mit 2 ml m 
Kupfersulfat versetzt und 1 Tag stehengelassen. Die abgeschiedenen gelben Prismen 
werden abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser, dann mit Aceton gewaschen und iiber 
Calciumchlorid getrocknet. Dabei farben sie sich orange. Ausb. 0,55 g. 

[CsH,N,O0,S,Cu,(OH),]- 2 H,O (451,4) Ber. N 12,36 Cu 28,20 H,O 7,98 
Gef. N 12,27 Cu 28,40 H,O 7,58 

3. Dichloro-[bis-(4-hydroxy-pyrimidy]-(2))-disulfid ]-dikupfer(I) 
(VII): Die filtrierte Lésung von 2,6g des Dinatriumsalzes vom Bis-[4- 
hydroxy-pyrimidyl-(2) ]-disulfid® in 100ml Wasser wird mit 2g Kupfer(I). 
chlorid in konz. Salzsiure versetzt. Der entstehende gelbe krist. Niederschlag 
wird isoliert wie bei 1. beschrieben. Ausb. 2 g, léslich in 0,1n NaOH und in sie- 
dender Natriumcarbonatlésung mit gelber Farbe. 

[C,H,N,0,S,Cu,Cl,] (452,3) Ber. N 12,40 Cu 28,10 Cl 15,65 
Gef. N 12,50 Cu 28,22 Cl 15,58 

4. {Dihydroxo-[bis-(4-hydroxy-pyrimidy1-(2))-disulfid]-dikupfer- 
(I)} Na, (VIII): Die filtrierte Lésung von 0,45 g (VII) in einer konz. Lésung von 
0,3 g Na,CO,; - H,O wird 1 Tag im Kiihlschrank aufbewahrt. Die ausgeschiedenen 
Kristalle werden abgesaugt, mit Aceton gewaschen und im Vak. iiber Calciumchlorid 
getrocknet. Ausb. 0,15 g. 

Beim Zutropfen von n HCl zu der wassr. Lisung scheidet sich ein gelber 
Niederschlag ab. Dabei wird keine CO,-Entwicklung beobachtet. Die Flammen- 
farbung ist intensiv gelb. 

[C,H,N,0,S,Cu,(OH),] Na,-4 H,O (531,5) Ber. N 10,50 Cu 24,70 H,O 13,50 
Gef. N 10,61 Cu 24,20 H,O 13,46 

5. Chloro-[4-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin]-kupfer(I) (X): 

1,3 g 2-Thio-uracil® werden in 150 mi siedendem Wasser gelést, und mit 40 ml m 
CuCl in konz. Salzsiure versetzt. Es scheiden sich mikroskopisch kleine gelbe 
Sternchen ab. Man saugt ab, wascht mit Wasser und Methanol und trocknet iiber 
Calciumchlorid wie iiblich. Ausb. 2,02 g. 


[C,H,N,OSCICu] (227,2) Ber. N 12,35 (115,65 Cu 28,00 
Gef. N 12,43 Cl 15,67 Cu 28,80 


6. [Hydroxo-(4-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin)-kupfer(I)]Na(XI): 
Die Lésung von 0,45 g X in 3 ml Wasser, das 0,3 g Na,CO,-H,O enthalt, wird wie 
bei der Darstellung von VIII aufgearbeitet. Ausb. 0,25 g gelber zu Sternchen ver- 
einigter Prismen, die in Wasser und Methanol leicht léslich sind. Die wassr. Lésung 
reagiert alkalisch (py 9). Beim Zutropfen von n HC! entsteht ein gelber Niederschlag. 
Dabei wird keine CO,-Entwicklung beobachtet. Beim Gliihen in der Bunsenflamme 
erscheint intensiv gelbe Flammenfarbung. Bei der Papierelektrophorese in 0,1n NaOH 
wandert der Komplex zur Anode. 
[C,H,N,OSCuOH] Na - 2 H,O (265,7) Ber. N 10,60 Cu 24,00 H,O 13,60 
Gef. N 11,10 Cu 24,70 H,O 14,00 


12 Dargestellt n. M. P. V. Boarland, J. chem. Soc. [London] 1952, 4691. 
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7. [6-Hydroxy-2-mercapto-4-methyl-pyrimidin]-kupfer(I)-hydro- 
- chlorid (XII): 0,7 g 6-Methyl-2-thio-uracil'® werden in 75 ml heiBer konz. 
‘idin® ff salsiure, die mit 275 ml Wasser verdiinnt ist, geldst, filtriert und mit 30 m/ 
edenen Kupfer(I)-chlorid-Lésung (in konz. Salzséure) versetzt. Innerhalb von wenigen 
1 itber  Seckunden kristallisieren gelbe Nadelchen aus. Sie werden nach dem Erkalten ab- 
gesaugt, mit Methanol gewaschen und im Vak. iiber Calciumchlorid getrocknet. 
‘ese in § Ausb. 1,1 g. Unléslich in Wasser, loslich in Natriumcarbonatlésung mit gelber Farbe. 
Bei der Elektrophorese in 0,1n HCl wandert die n HCl geliéste Substanz nicht. Der 
5,30 wiBr. Extrakt der Verbindung reagiert stark sauer (pp 1) und enthalt Chlor-Ionen. 
5,50 Der verbleibende Riickstand hat die Zusammensetzung PymCu 
[C;H;N,OSCu] HCl- 4% H,O (250,2) Ber. N 11,20 Cu 25, 30 H,O 3,59 
fer(I) Gef. N 11,20 Cu 25,30 H,0 3,61 
ml m 8. [4-Amino-6-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin]-kupfer(I)-hydro- 
ismen § chlorid (XIII): Versetzt man die filtrierte Losung von 0,4g 4-Amino-6-hydroxy- 
litber ff 2-mercapto-pyrimidin" in 200 ml verd. Salzsaure (1:3) mit 10 ml m Kupfer(I)- 
chlorid, so wird sie goldgelb und nach einigen Minuten scheiden sich gelbe Nadelchen 


















































98 ab. Sie werden wie XII isoliert. Ausb. 0,415 g. Aus der im Wasser unléslichen 
D8 Substanz lassen sich H®und Cl°-Ionen auswaschen, wobei dieKristallstruktur ver- 
er(I) lorengeht. Der wasserstoffionenfreie Riickstand enthalt kein Chlor mehr. 

3-[ 4. [C,H,N,OSCu]-2 HCl-314 H,O (341,7) Ber. N 12,30 Cu 18,60 H,O 18,48 
r(I). Gef. N 12,56 Cu 18,38 HH, O 18,36 
chlag 9. Aquo-[4.6-dihydroxy-2-mercapto-pyrimidin]-kupfer(I) (XIV): 


1 sle- § Die filtrierte Lésung von 0,7 g 2-Thio-barbitursaure’® in 150 ml Wasser wird 
mit 20 ml m Kupfer(I)-chlorid versetzt. Aus der klaren griinen Lésung scheiden 
sich gelbe Kristalle ab. Sie werden wie VI isoliert. Ausb. 0,89 g. 

Die gelben Nadelchen dissoziieren in n HCl teilweise. Bei der Papierelektro- 
fer- phorese in 0,1n HCl bleibt die Hauptmenge am Start, ein Teil des Kupfers wandert 
von zur Kathode, die entsprechende Menge Barbitursiure zur Anode. 


enen [C,H,N,O,SCuH,O] H,O (242,7) Ber. N 11,50 Cu 26,20 H,O 14,90 
lorid Gef. N 11,49 Cu 27,00 H,O 14,58 
Iber 10. {Dichloro- [bis-(4.6-diamino-2-mercapto-pyrimidin)-kupfer(I)]- 
hen: dikupfer(I)}-chlorid-dihydrochlorid (XV): 0,75g 4.6-Diamino-2-mer- 


capto-pyrimidin™ in 50 ml konz. Salzsiure und 150 ml Wasser werden mit 
50 20 ml m CuCl versetzt. Aus der dunkelolivgriinen Lésung scheiden sich dunkelgelbe 
: Plattchen von charakteristischer Form ab. Sie werden abgesaugt und mit Methanol 


146 gewaschen. Ausb. 1,45 g. 

| [C,H,.NgS,Cu,Cl,] Cl-2 HCl (654,3) Ber. N 17,15 Cu 29,10 Cl 27,20 

Je pity NgSgU gt, J 

sIbe Gef. N 17,28 Cu 28,90 Cl (26,68) 

ber ll. [2.4.6-Triamino-pyrimidin ]-kupfer(I)-chlorid-hydrochlorid: 
Die filtrierte Lésung von 0,625 g 2.4.6-Triamino-pyrimidin’® in 10 m/l Wasser 
wird mit 5 ml n CuCl versetzt. Es scheiden sich undurchsichtige blaBgelbe Prismen 
ab. Sie werden mit wenig Wasser und Methanol gewaschen. Ausb. 0,26 g. 

Die Substanz ist in Natriumcarbonatlésung unléslich. 

I): [C,H,N,Cu] Cl - HCl (260,6) Ber. N 26,82 Cu 24,40 Cl 27,16 

a Gef. N 26,61 Cu 24,57 Cl (26,61) 

ing Die Papierelektrophorese der Komplexe: Als Elektrophoresezelle 

ag. diente eine von R. Niiske angegebene Apparatur!’. Die Wahl der Lésungsmittel 

me = aoa 

)H 13 Freundlicherweise vom VEB Heyden, Radebeul, zur Verfiigung gestellt. 


14 Darst. nach W. Traube, Liebigs Ann. Chem. 331, 64 [1904]. 

15 Kaufl. Prod. von Dr. Th. Schuchardt, Miinchen. 

16 Dargestellt n. W. Traube, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 4545 [1904]. 

17 R. Niiske, G. Hésel, H. Venner u. H. Zinner, Biochem. Z. 329, 346 
[1957]. Fiir die Uberlassung der Apparatur danken wir Herrn Dr. Niiske. 
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wurde im allgemeinen entsprechend den Entstehungsbedingungen der zu unter. 
suchenden Substanz getroffen. 

In der Mitte des Papierstreifens (WF 15) trug man die Lésung des Metall. 
komplexes auf und zur Kontrolle beiderseitig im Abstand von je 3 cm die Lésungen 
beider Ausgangssubstanzen. 

Der Streifen wurde durch Bespriihen mit der Elektrolytlésung durchfeuchtet 
und im alkalischen Medium 4 Stdn, in saurem Medium 6 Stdn, bei 220 V belassen, 
Danach wurde der Streifen getrocknet, die Liganden iiber der ,,Purinlampe‘ 
identifiziert und zum Nachweis des Kupfers(I) mit Kaliumcyanoferrat(III). 
Lésung bespriiht. 


Zusammenfassung 


Das Komplexbildungsvermégen einfacher Pyrimidinderivate mit 
Kupfer wird untersucht. Als komplexaktive Substituenten werden Sulf. 
hydrylgruppen festgestellt. Im alkalischen Medium bilden Kupfer(I1). 
Tonen Pyrimidindisulfid-kupfer(I)-Komplexe. Die Verbindungen werden 
isoliert und die Struktur der Komplexverbindungen ermittelt. 


Summary 
The complex forming capacity of simple pyrimidine derivatives with 
copper has been investigated. Sulphydryl groups proved to be active 
as complexing substituents. In alkaline medium, copper(II)-ions form 
pyrimidine disulphide-copper(I)-complexes. These compounds have been 
isolated and their structure elucidated. 


Dr. R. WeiB, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Institut fiir 
Mikrobiclogie und experimentelle Therapie, Jena, Beuthenbergstrape 11. ° 
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Das komplexchemische Verhalten von Pyrimidabkémmlingen, II* 
Die komplexchemischen Eigenschaften 
von 4.5-diamino-6-substituierten Pyrimidinen 
gegeniiber Kupfer, Kobalt und Nickel 
Von 
Roland Wei8 und Franz Hein 


jus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena (Direktor: Prof. Dr. med. 
4. Kn6ll) der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin und dem Institut fiir Anorganische 
Chemie der Universitit Jena (Direktor: Prof. Dr. Dr. Fr. Hein) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1959) 


Infolge der beiden orthostindigen Aminogruppen lassen die 4.5-Di- 
amino-pyrimidine in komplexchemischer Beziehung aktives Verhalten 
ewarten. Sie kommen in der Natur nicht vor, sind jedoch als Zwischen- 
rodukte fiir die Herstellung verschiedener Therapeutika sowie als Aus- 
yvangssubstanzen fiir die Darstellung der Purine bedeutsam. 


1. Reaktionen im sauren Medium 


Kobalt und Nickel bilden im sauren Gebiet mit den genannten Basen 
keine Komplexe, wohl aber Kupfer. Die Verbindungen des 4.5-Diamino- 
j-hydroxy- und 4.5-Diamino-2.6-dihydroxy-pyrimidins scheiden sich, 
wenn man die heiBen Lésungen der beiden Komponenten zusammengieBt, 
beim Abkiihlen in tiefgriinen Blittchen der Zusammensetzung CuSO,- 
Pym,*+-H,0 ab. 

Gelbe bis gelbbraune Niederschlige bilden 4.5.6-Triamino-2-mer- 
capto-pyrimidin sowie das 4.5-Diamino-6-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin 
mit Kupfersulfat. Hierbei handelt es sich um schwefelhaltige Pyrimidin- 
basen. Man muB daher mit dem Reaktionsverlauf, der dieser Verbin- 
dungsklasse eigen ist, rechnen. 

Wie entsprechend unseren friiheren Untersuchungen! zu erwarten ist, 
wird das Kupfer(II) bei der Umsetzung mit den Sulfhydryl-Liganden zum 
Kupfer(I) reduziert. Um einheitliche Verbindungen zu erhalten, kann 
man die beiden Basen mit Kupfer(I)-chlorid umsetzen. Hierdurch gelingt 
es, vom 4.5.6-Triamino-2-mercapto-pyrimidin die entsprechende Kupfer- 
(I)-Verbindung darzustellen, wihrend vom 4.5-Diamino-6-hydroxy-2- 
mercapto-pyrimidin stets nur amorphe Substanzen bzw. Gemische erhal- 
ten werden. Das 4.5.6-Triamino-pyrimidin bildet unter den genannten 
Bedingungen keinen schwerléslichen Komplex. 


1 |. Mitteil.: R. WeiB u. H. Venner, diese Z. 317, 82 [1959], vorstehend. 
* Pym = Pyrimidin 
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Offensichtlich beeinflussen die 6-Hydroxygruppe sowie die Sulf. 
hydrylgruppe in 2-Stellung das komplexchemische Verhalten dieser 
Basen im sauren Gebiet in mafSgeblicher Weise. Bei den schwefelfreien 
Basen kann aus raéumlichen Griinden die Bindung des Zentralatoms go. 
wohl iiber die 4.5- als auch iiber die 5.6-Substituenten erfolgen. 

Der Vergleich dieser Komplexe beziiglich der Farbe mit der entspre. 
chenden Barbitursaiureverbindung' sowie Anwendung des Abwandlungs. 
prinzips (vgl. die Tab.) machen die Formeln I und II wahrscheinlich. 


r NH, NH, 
Z Ni JENNY - 
j 1 "A } . :R=H 
_ Seu | ® , |80.°H:O ig = on 
R NN” r a 
N“ \ou \Ho’ ™ ft 


Reaktionen der untersuchten 4.5-Diamino-pyrimidine mit Kupfersulfat. 

















ines. grine Kristalle gelbe Verbindung 
4.5.6-Triamino- 4.5-Diamino-6-hydroxy- 4.5-Diamino-6-hydroxy- 
pyrimidin pyrimidin 2-mercapto-pyrimidin 
4.5-Diamino-2.6- 4.5.6-Triamino-2- 
dihydroxy-pyrimidin mercapto-pyrimidin 
2.4.5-Triamino-6- 
hydroxy-pyrimidin 


Die gelben Verbindungen der schwefelhaltigen Basen enthalten wie 
gesagt einwertiges Kupfer. Bei der Reaktion mit Kupfer(I)-chlorid kann 
man vom 4.5.6-Triamino-2-mercapto-pyrimidin die definierte Verbindung 
IIT darsteller. 


| NH 7 OH OH 
HN __ ce en 
| oN ie: H,N ae HNO A 
\ N > Cu <= Cl | 1,5 HCl - 0,5 H,O | N =~ | N 
! —SH —SH 
: _)—bsa H.N ‘NZ H.N’ SN’ 
H,N’ ‘N J 
Ill IV IVa 


Beim 4.5-Diamino-6-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin fiihrt die Re- 
aktion mit Kupfer(I)-chlorid zu uneinheitlichen Produkten, evtl. weil die 
komplexaktive Konfigurationen IV und IVa in Konkurrenz treten. 


2. Reaktionen im alkalischen Gebiet 


Im alkalischen Medium bilden die 4.5-Diamino-pyrimidine mit Kup- 
fersulfat durchweg amorphe braune Niederschliige. Definierte Verbin- 
dungen konnten bisher nicht erhalten werden. Auch bei der Reaktion der 
Basen mit Nickel(II) und Kobalt(II) entstehen im alkalischen Gebiet 
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Gemische, die nicht aufgetrennt werden konnten. Meist sind blasse sowie 
tieffarbige dunkle Produkte zu unterscheiden. 





a) Versuche unter SauerstoffausschluB 

Wir vermuteten, da die Einwirkung von Luftsauerstoff fiir den 
uneinheitlichen Reaktionsverlauf verantwortlich ist. Dies wurde durch 
Versuche unter anaeroben Bedingungen bestitigt. Man erhilt dabei blaB- 
farbige Verbindungen folgender Zusammensetzung : 

MelISO,- Pym, - xH,O und Mel!ISO,- Pym, - xH,0. 

Die Verbindungen sind in Wasser, einige auch in kalter Natrium- 
carbonatlésung léslich. An der Luft nehmen diese Fliissigkeiten dunkle 
Farbe an und schlieBlich scheidet sich ein dunkler Niederschlag ab. 

Nach allem handelt es sich um Normalkomplexe. 

Als Haftstellen kommen die gleichen Substituenten in Frage wie bei 
den Kupferkomplexen. Entsprechend der Farbregel? kann die unter- 
schiedliche Farbigkeit der Verbindungen einen Hinweis auf die Bindungs- 
stellen liefern. 

r OH 
| A NER. 


LN 4 
, 


| SO,:3H,0 


‘N¢ NF) NH, NH, 








N | SO,- 0,5 H,O 
| 





t NH, 
a /NA.. 


= | 


N | 
H,N’ \N7 \SH | SO,:2H,O 
2 


‘ 
. 


HS’ \N/\NE,” wa NH 
a 2 s 
Ya 


N —NH. 
NEA ; 
A 
L SH am 


Vil 
2 Fr, Hein, Chem. Koordinationslehre, S. Hirzel Verlag Leipzig 1950, S. 18. 
317 7 





Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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" ‘celine i = mM. UN, | 
HN /\ to aa 
| : YX ‘aa Ni---N | SO,-1,5 H,O 
aad oS ‘tn. 
ae NH, a 
VIII 
[ NH, |. 
A>. NH, OH, | 
- ; 
. a aay SO,-3,5 H,O 
i Cla aaa pak Maen 
| y Mw Z 
LN? SNE OH, | 
IX 
% NH, H,0 NH, 7 
| A NH, | HN) 
N f Nahe N SO,:2,5 H,O 
| j Sain aa | ! 
| HN’ SN“\oH” | =HO’ SN” \nu, | 
H,O if 
X 
‘i NH, H,0 NH, ~— 
| | \f ; J ! 
| pn NH, | ARN A 
| N | SNi i = SO,-1,5 H,0 
| HO’ ‘N”\on” | ~ HO” ‘N7 ‘on 
e H,O ne 
XI 


Die Nickelverbindungen sind griin oder gelb. 4.5.6-Triamino-pyri- 
midin bildet nur die griine Form (IX). Bei den griinen Substanzen ist 
daher Bindung iiber Aminogruppen anzunehmen (V, VII). Pyrimidine mit 
Hydroxy- bzw. Sulfhydrylgruppen als Substituenten bilden auBerdem 
eine gelbe Verbindung. Offenbar erfolgt bei diesen die Bindung iiber die 


OH- (VI, X, XI) bzw. SH-Gruppe (VIII). 


Darauf deutet auch das komplexchemische Verhalten des 4.6-Di- 
amino-2-mercapto-pyrimidins, welches ebenfalls eine gelbe und eine griine 


Verbindung mit Nickel(II) bildet*. 


Mit zweiwertigem Kobalt wurden lediglich von solchen Basen Ver- 
bindungen erhalten, die OH-Gruppen in 6-Stellung enthalten. Ihre rosa- 


orange Farbe ist bei Co-O-Bindungen geliufig. 





3 Unveréffentlicht. Publikation in Vorbereitung. 
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* NH, 7 
si cath" danas | AN / \y 
nN || Co = . 
S/n,” /, “0H SN7 SRB | S0,-3 H,0 
NH HO NH, 
‘ ! 
N Dw 
a N as 
XII: R=H XIII: R=SH 
i = 20 : ~] 
| HN “ae * MO. a \\—-NH, 
| nN | Dood } SO,-2H,0 
| S/\NH i) ea’ \* | 
' v l 
L NH, H,0 NH, ‘ 
XIV 


b) Versuche unter Sauerstoffzufuhr 

Ferner war die Natur der dunkelfarbigen Produkte zu kliren, die 
bei Anwesenheit von Luft entstehen. Dabei muB die chemische Eigenart 
der 4.5-Diamino-pyrimidine beriicksichtigt werden. Aus alteren Angaben‘ 
geht hervor, da sie im alkalischen Medium leicht oxydierbar sind und 
dementsprechend geeignete Metallionen zu reduzieren vermégen. Dabei 
entstehen dunkelfarbige Zersetzungsprodukte5. 1955 klirte Hitchings® 
den Reaktionsverlauf dahingehend auf, daB eine oxydative Kondensation 
der 4.5-Diamino-pyrimidine zu Pyrimidopteridinen stattfindet : 





NH, NH, NH, 
| I zt i 
aA \. /N ‘ 
wee la ae lle 
N | NH, Or x > 
N . Tv ae | | a 
4 H,N—-\ . NH, 0 NH—\ A yA yh 
AN/N\/Ny_yu 
-N || | N ?+4NH,+2H,0 
HNN 


LaBt man die Reaktion zwischen Pyrimidinen und Metallionen unter 
den gleichen Umstiinden ablaufen, wie dies Hitchings bei der Darstel- 
lung der Pyrimidopteridine angibt (intensive Lufteinwirkung, 100°, 
4 Beilsteins Handbuch der org. Chemie, 4. Aufl. [1936] Bd. 25, 423, 481, 486. 
5 W. Traube, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 1373 [1900]. 


6 E.C. Taylor, M. L. Harvey, E. A. Falcou. G. H. Hitchings, J. Amer. 
chem. Soc. 77, 2243 [1955]. 


7* 
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pu 6—8), so kann man durch Fraktionierung des anfallenden Nicder. 
schlages bzw. durch Extraktion mit Eisessig die Komplextypen X V— XIX 








isolieren. 
OH 
a | HO—Ni---OH 
N | N A UX. UN. NH 
~7 \N Y N | a Ny ; 
R | OR’ ee oe ae. 
ed i a he 
Pee ta HO—Ni.----OH 
HO OH OH, ities 
OH 
XV: R=NH, R’=0H XVIII 
XVI: R=H~ R'=OH 
XVII: R=H R'=NH, 
50 — OH 
a" A O OA 
Mee. ate 
Co 
H,0* | 


N 
oo 





HO 
































250 00 30 100 190 my 1,95. 





H,N-/* dite 4 IN 


-4H,0 


—NH, 


Abb. 1. 1. UV-Absorptionskurve Diacetato- 
hydroxo-[2.8-diamino-4.6-dihydroxy-pyrimido- 
[5.4-g ]pteridin ]-kobalt(III) in 0,1n NaOH. — 
2. Tetraacetato -diaquo-dihydroxo-y - [2.7-dia- 
mino-4.9-dihydroxy-pyrimido[4.5 - g ]pteridin|]- 
dikobalt(III) (XIX) in  Glykokollpuffer, 
3. Diaquo-bis-[2.4.5-Triamino-6- 


ai hydroxy-pyrimidin ]-kobalt(II)-sulfat (XTV) in 
Glykokollpuffer, py 1,95. — 4. 2.4.5-Triamino- 
§-hydroxy-pyrimidinsulfat in 0,ln NaOH. — 5. Trihydroxo-[4.6-dihydroxy-pyri- 


mido[5.4-g ]pteridin]-kobalt(III) (XVI) in 0,ln NaOH. 


Fir diese Formulierung sprechen: 
1. Die Analysenergebnisse, die anders nicht zu deuten sind, 
2. die Entwicklung von Ammoniak bei der Reaktion, 
3. die UV-Absorptionsspektren (Abb. 1). 
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Die UV-Spektren der Pyrimidopteridine unterscheiden sich in cha- 
rakteristischer Weise von denen der entsprechenden 4.5-Diamino-pyrimi- 
dine. Der Unterschied offenbart sich vor allem darin, daB die Absorp- 
tionskurven der Pyrimidopteridine zwei Maxima aufweisen und bis nahe- 
450 mu einen log-e Wert von wenigstens 3,0 haben, wahrend die Kur- 
ven der 4.5-Diamino-pyrimidine bereits bei 300 my unter 2,5 steil abfal- 
ln. Die Absorptionskurven der tieffarbigen Komplexe gleichen in dieser 
Bezichung denen der Pyrimidopteridine. 


4, Das Molekiilmodell (vgl. Abb. 2). 





Abb. 2. Projektion des Molekiilmodells 
vom [4.6-Dihydroxy-pyrimido[5.4-g]- 
pteridin]-kobalt(ITI). 














5. Auf Grund der leichten Abspaltbarkeit des Kristallwassers sowie der 


Unléslichkeit der Verbindungen ist anzunehmen, daB Hydroxokom- 
plexe vorliegen und keine komplexen Metallhydroxyde. 


. Die Untersuchung der magnetischen Eigenschaften von XV laBt auf 
das Vorliegen von Normalkomplexen der dritten Wertigkeitsstufe 
schlieBen. Dies stimmt mit den Analysenergebnissen iiberein. 


. Die Umsetzung der Hydroxokomplexe mit Eisessig fiihrt zu Acetato- 
komplexen (XIX). Diese kénnen infolge ihrer Léslichkeitsunterschiede 
zur Trennung der beiden Reaktionsprodukte dienen. 


Nach allem ist fiir das komplexchemische Verhalten der 4.5-Di- 


amino-pyrimidine im Prinzip folgender Reaktionsverlauf anzunehmen: 


R [ NH, 4,0 NHS) 
| . | 2 | 
~N/ Hy 4H,0 | c QE AHN. | 
[2 eee fe 
NN/\NH, | \N7\R 7] RANNZ 
L H,0 = 
R = OH, NH, 


Der so gebildete schwache Anlagerungskomplex geht bei An- 
esenheit von O, und H,O in folgende Verbindungen iiber: 
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i 60 
H,O H,0 H,O 
Nea bate ge 
N N six al 
+ MeX V/\NY\ 4 ON\ NVQ 
- 1,50, ic al i £ F YN 4 - 
in H,0 R R ; wan? + 4NH, 
+ NaOH “Me.” - 
Pad x hig ah R OH, (oH) 
| H,O H,O H,o- |°™’ po es 2 
= - _ J cd 
H,O H,O OH, | 


Diese primiren Aquokomplexe gehen unter den vorliegenden 
Pu-Bedingungen in Hydroxokomplexe iiber: 


] 
1 








HO. OH OH 
[ v v ot 
~N\/N V/Ny H,0---Me—-R 
N N ‘ a ie 
‘ S74 NNZ g ‘ oa és \X “S 
ou? | : | \ N . 
ts R R SY\NY\ NZ 
ae" | : 
- «a R OH, 
HO OH OH ee 
2 a >e 
O H 
i H O OH = 
Trennung: 
| AcO OH OAc | 
= c 2 a + Rae, | ait 
| an N Nac \ | H,0-- “Me- -R 
a oe ee a ae 
| \ \N 7 | ( ; 
CH;-COOH | | ' | | N | di 
nae R R | ae \NZN\NZ | 
| be 7 “4 R OH, 
| AcO OH OAc ee 
: | = 


Wir danken Herrn Dr. 


Pa i 
AcO OH OAc | 


Perthel aus dem Institut fiir Magnetische Werkstoffe, 


Jena, der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin fiir die Durchfiihrung 
der magnetischen Messungen. Die angegebenen magnetischen Momente sind fiir den 


Diamagnetismus nicht korri 
hoher liegen. 


giert. Sie diirften deshalb in Wirklichkeit um etwa 3% 
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Beschreibung der Versuche 


1. Bis-[4.5-diamino-6-hydroxy-pyrimidin ]-kupfer(II)-sulfat (I): 

Die Lésung von 1,75 g 4.5-Diamino-6-hydroxy-pyrimidinsulfat’ in 50 ml 
heiBem Wasser wird mit einer konz. Lésung von 1,25 g Kupfersulfat versetzt. 
Beim Abkiihlen scheiden sich griine Blittchen ab. Sie werden abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen und iiber CaCl, getrocknet. Ausb. 1,6 g. 
[(CsH,.N,g0,Cu] SO,- H,O (429,9) 

Ber. C 22,30 H3,28 N 26,10 87,44 Cu 14,80 H,0 4,19 

Gef. C 22,38 H 3,30 N 25,96 87,29 Cu 14,92 H,O 4,03 


2. Bis-[4.5-diamino-2.6-dihydroxy-pyrimidin ]-kupfer(II)-sulfat 
(II): Die Lésung von 1 g 4.5-Diamino-2.6-dihydroxy-pyrimidin® in 54 ml n 
H,SO, wird mit einer konz. waBrigen Lésung von 5g Kupfersulfat versetzt, 
schnell filtriert und langsam abkiihlen gelassen. Am nachsten Tag bringt man die 
abgeschiedenen Kristalle durch Erhitzen wieder in Lésung, gibt tropfenweise soviel 
n NaOH zu, bis ein geringer Niederschlag erscheint, kocht nochmals auf und 1aBt 
abkiihlen. Ausb. 0,58 g. 

[CsH,.NgO,Cu] SO,- 2 H,O (479,9) 
Ber. C 20,08 H 3,78 N 23,40 86,70 Cu 13,30 H,O 7,52 
Gef. C 20,08 H3,79 N 23,30 86,77 Cu 13,30 H,O 7,80 

3. Chloro-[4.5.6-triamino-2-mercapto-pyrimidin ]-kupfer(I)- 
hydrochlorid (III): 0,85 g 4.5.6-Triamino-2-mercapto-pyrimidin werden 
in 150 ml siedendem Wasser und 50 ml konz. Salzsaure gelést und mit 20 m/l n CuCl 
versetzt. Alsbald wachsen schine gelbe Kristalle. Sie werden nach 1 Stde. abgesaugt 
und mit Methanol gewaschen. Ausb. 1,2 g. 

[C,H,N;SCuCl] - 1,5 HCl- 0,5 H,O (319,9) 
Ber. N 21,85 Cu 19,90 Cl gesamt 28,15 HCl + H,O 13,80 
Gef. N 21,83 Cu 20,03 Cl gesamt 28,00 HCl + H,O 13,75 


Beim Erhitzen iiber KOH auf 140° tritt ein Gewichtsverlust von 
13,75% ein, bedingt durch Entweichen von H,O und HCl. Die zuriick- 


bleibende Substanz enthalt 20,51% Cl. Das ist 1,5 Mol/Komplex, um- H 
gerechnet auf Mol.-Gew. 319,9 = 16,60%. Daraus ergibt sich: 
HCl, fliichtig = 11,40% da: HCl + H,O = 13,75% 
H,0, fliichtig =, 2,35% (H)C1+ Cl = 28,00% 
Cl = 16,60% 


Bei der Papierelektrophorese in 0,12 HCl wandert der Komplex nicht. 


Allgemeines iiber die Darstellung unter anaeroben 
Bedingungen 


a) Apparatur (Abb. 3): Die Untersuchungen unter LuftausschluB 
wurden mit Hilfe cer folgenden in unserem Laboratorium gebrauch- : 
licken Apparatur durchgefiihrt. Auf einer Saugflasche sitzt der Abb. 3 
Anaerobaufsatz F mit dem Scheidetrichter T. F besteht aus einer ,. Eee 
Schottschen Glasfilternutsche 11 G3, an die am oberen Ende ein r 
Schliff angesetzt ist. Dieser ist durch einen Schliffdeckel verschlossen, por “ 
der mit einem Hahnstutzen sowie mit einem Schliff fiir den Scheide- me Luft 
trichter versehen ist. pers wo 


? Dargestellt n. R. WeiB, Dissertat. Jena 1957. 
8 Dargestellt n. P. D. Landauer u. H. N. Rydon, J. chem. Soc. [London] 
1953, 3721. 
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Das Schutzgas (N,) wird einem Gasometer entnommen und mittels alkalischer 
Dithionitlésung und n NaOH gereinigt. 100° 
b) Reaktion: Die Apparatur wird zunachst mit Stickstoff gespiilt, der durch (Cg 
den Stutzen der Saugflasche eingeleitet wird. Dann bedeckt man den Boden der 
Saugflasche mit Petrolather. 
Inzwischen wird das Pyrimidin in siedendem, sauerstofffreiem Wasser gclést 
(es geniigt dazu 3 Stdn. lang ausgekochtes Wasser). Diese Lésung wird zusammen ff Kon 








































mit der Lésung des Metallsalzes in F eingefiillt. Der Hahn H ist dabei geéffnet. 
Der Stickstoffstrom ist so zu regulieren, daB die Reaktionslésung gut durchmischt Last 
wird. Nun gibt man die jeweils angegebene Menge Natronlauge zu. Wenn sich der Was 
dabei entstandene Niederschlag weitgehend gelést hat, entfernt man die Stickstoff. sew 
zufuhr an der Saugflasche und preBt das Schutzgas bei H ein, wodurch die Reaktions. g 
lésung in die Saugflasche filtriert wird. pa 
Das Filtrat wird unter Stickstoffatmosphiare in ein Becherglas gefillt, welches (Cyl 
etwa 10 ml Petrolaéther enthalt. Dieses wird dann in einen mit Schwefelsaure be. 
schickten und mit Stickstoff gefiillten Exsikkator iibergefiihrt und auf 20 Torr 
evakuiert. Dabei verdunstet der Petrolather und die waBr. Lésung wird eingeengt. 
Nach etwa einer Woche wird das Vakuum durch Einlassen von Stickstoff auf. 
gehoben, das Reaktionsprodukt abgesaugt und mit ausgekochtem Wasser gewaschen, 
4. Tris-[4.5-diamino-6-hydroxy-pyrimidin]-nickel(II)-sulfat (V): J gor 

Die Lésung von 1,8 g 4.5-Diamino-6-hydroxy-pyrimidinsulfat’ in 80ml Fhe 
Wasser wird mit 10 ml m NiSO, sowie 15 mi n NaOH anaerob umgesetzt und wie 
iiblich weiterverarbeitet. Ausb. 0,3 g griine Prismen. (Cl 
[C,sH,gN,,0,Ni] SO, - 3 H,O (587,3) ‘ 
"Ber. C 24,58 H4,14 N 28,70 Ni9,99 H,O 9,20 

_Gef. C 24,27 H4,45 N 28,92 Ni9,90 H,O 9,29 


5. Diaquo-bis-[4.5-diamino-6-hydroxy-pyrimidin ]-nickel(II)- sul: 
sulfat (VI): Die Lésung von 3,6g 4.5-Diamino-6-hydroxy-pyrimidin- J 125 
sulfat’? in 160ml ausgekochtem Wasser wird in der Anaerob-Apparatur mit nic 
20 ml n NiSO, und 25 m/l n NaOH umgesetzt. Ausb. 0,3 g. iibe 

Das gelbe Pulver verliert 7,7 % seines Wassers erst iiber 100°. [Ce 
[CgH,.N,0,Ni - 2 H,O] SO, - 0,5 H,O (452,0) 

Ber. N 24,90 Ni 13,00 H,O 10,00 
Gef. N (25,85) Ni 13,54 H,O 9,93 (XI 


6. Tris-[4.5.6-triamino-2-mercapto-pyrimidin ]-nickel(II)-sulfat rd 
(VII): 2,06g 4.5.6-Triamino-2-mercapto-pyrimidin® in 400ml Wasser f ~~ 
werden mit 10 ml m NiSO, und 11 mi » NaOH umgesetzt. Als 1. Fraktion kann met 


man nach 2 Tagen 0,4 g eines gelben Produkts absaugen. Nach einer weiteren Woche an 
erhalt man 0,5 g griine Prismen. (: 

Griine Prismen: [C,,H,,N,;Ni] SO, - 2 H,0 (G 

Ber. C 21,75 H 3,80 Ni 8,86 H,O 7,93 

Gef. C 21,75 H 3,88 Ni8,76 H,O 7,51 


7. Diaquo-bis-[4.5.6-triamino-2-mercapto-pyrimidin ]-nickel(II)- (II 
sulfat (VIII): a) Fallt als 1. Fraktion bei der Darstellung von VII an. b) 2,06 g py! 
4.5.6-Triamino-2-mercapto-pyrimidin® werden in 400 ml Wasser in der Hitze rea; 


gelést und mit 10 ml m NiSO, versetzt. Unter Riihren gibt man 11 m/l n NaOH 
zu und filtriert schnell vom ausgefallenen Niederschlag ab. Durch die gelbe Lésung tief 
saugt man nun bei 5—10° Luft hindurch. In den Abgasen darf kein NH, nach- (C,. 
weisbar sein. Nach 5 Stdn. wird der gelbe Niederschlag abgesaugt und mit Wasser . 
und Methanol gewaschen. Ausb. 0,75 g. —_ 

® Dargestellt n. A. Bendich, J. F. Tinker u. G. B. Brown, J. Amer. chem. 
Soc. 70, 3109 [1948]. 
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Die ockergelbe Substanz verliert die Halfte ihres Gesamtwassers erst iiber 

100° (6%). 

(C5H,4NioS,Ni - 2 H,O] SO,- 1,5 H,O (532,2) 
Ber. N 26,30 Ni11,05 H,O 11,86 
Gef. N 26,71 Ni11,30 H,O 12,00 

Das magnetische Verhalten der Substanz spricht fiir einen normalen Ni(II)- 
Komplex: xg : (6,1 + 0,4) - 10~® wett;uB 2,9. 

8. Diaquo-[4.5.6-triamino-pyrimidin]-nickel(II)-sulfat (IX): Die 
Lésung von 1,74 g 4.5.6-Triamino-pyrimidinsulfat’ in 100 ml ausgekochtem 
Wasser wird mit 10 ml m NiSO, und 16 ml n NaOH in der iiblichen Weise um- 
gesetzt. Nach einer Woche kénnen 2,02 g griine Prismen abgesaugt werden. 

Die blaugriinen Kristalle verlieren 9% ihres Gesamtwassers erst iiber 100° 
und farben sich dabei gelbgriin. 

[(C,H,N;Ni- 2 H,O] SO, - 3,5 H,O (379,0) 
Ber. C 12,40 H4,40 N 18,45 S845 Ni15,45 H,O 26,20 
Gef. C 12,62 H (4,96) N 18,54 S (7,93) Ni 15,08 H,O 26,60 

9. Diaquo-bis-[2.4.5-triamino-6-hydroxy-pyrimidin ]-nickel(II)- 
sulfat (X): 1,28g 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidinsulfat’® werden 
unter anaeroben Bedingungen mit 5 ml NiSO, und soviel n NaOH versetzt, bis sich 
der entstandene Niederschlag nicht mehr lést. Aus der gelb-braunen Lésung 
scheiden sich innerhalb von einer Woche 1,7 g ockerfarbene Kristalle ab. 

Die Substanz verliert 5,5% ihres Wassers bei 20°. 

[CgH,4Ni90,Ni - 2 H,O] SO, - 2,5 H,O (518,1) 
Ber. C 18,60 H4,46 N 27,20 Ni11,35 H,O 15,65 
Gef. C 18,22 H4,20 N 27,49 Nill,31 H,O 15,33 

10. Diaquo-bis-[4.5-diamino-2.6-dihydroxy-pyrimidin ]-nickel(II)- 
sulfat (XI): Die Lésung von 1 g 4.5-Diamino-2.6-dihydroxy-pyrimidin® in 
125 ml hei&em Wasser wird mit 5 ml m NiSO, und 8 m/l n NaOH umgesetzt. Am 
nichsten Tag wird abgesaugt, mit Wasser, Methanol und Ather gewaschen und 
iiber CaCl, getrocknet. Ausb. 0,42 g orange-gelbe Kristalle. 

[(CsH,,N,O,Ni- 2 H,O] SO,- 1,5 H,O (502,1) Ber. N 22,20 Ni 11,70 H,O 12,55 
. Gef. N 22,36 Ni 12,00 H,O 13,01 

11. Tris-[4.5-diamino-6-hydroxy-pyrimidin ]-kobalt(II)-sulfat 
(XII): Die Lésung von 3,6 g 4.5-Diamino-6-hydroxy-pyrimidinsulfat’ in 
100 ml Wasser wird mit 20 mi n CoSO, und 22 mi n NaOH anaerob umgesetzt. 
Ausb. 1,96 g. 
Die rosafarbenen Kristalle lésen sich mit tiefvioletter Farbe in kalter Natrium- 
carbonatlésung. An der Luft wird die Lésung braun und schlieBlich scheiden sich 
braune Flocken ab. 
[C\2H,gN,.0,Co] SO,- 3 H,O (587,4) 

Ber. C 24,50 H4,12 N 28,50 S 5,45 Col10,02 H,O 9,20 

Gef. C (24,98) H 4,32 N (27,78) S (4,99) Co 9,50 H,O 8,70 
12. Tris-[4.5-diamino-6-hydroxy-2-mercapto-pyrimidin ]-kobalt- 
(II)-sulfat (XIII): Man laBt 1,08 g 4.5-Diamino-6-hydroxy-2-mercapto- 
pyrimidinsulfat" in der iiblichen Weise mit 5 m/ m CoSO, und 5 ml n NaOH 
reagieren. Nach einer Woche wird abgesaugt und wie iiblich verfahren. Ausb. 0,21 g. 
Das fleischfarbene Pulver lést sich in kalter Natriumcarbonatlésung mit 
tiefbrauner Farbe. 
[C12H,gN12038,Co] SO, - 5,5 H,O (728,6) Ber. N 23,10 Co 8,10 H,O 13,60 
Gef. N 23,41 Co 8,15 H,O 13,96 

10 Dargestelit nach Franz. Pat. 952 878; Chem. Zbl. 1950 IT, 821. 

11 Dargestelit n. B. Elion, E. Burgi u. G. H. Hitchings, J. Amer. chem. 


Soc. 74, 411 [1952]. 
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13. Diaquo-bis-[2.4.5-triamino-6-hydroxy-pyrimidin]-kobalt(I]). 
sulfat (XIV): Die Lésung von 2,57 g 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin. 
sulfat?® in 250 ml Wasser wird in der Anaerob-Apparatur mit 10 ml Kobalt. 
sulfatlésung und 20,5 ml n NaOH umgesetzt. Ausb. 0,78 g. 

Die blaB-fleischfarbenen Kristalle verlieren bei 20° iiber P,O; nur etwa 10°, 
ihres Wassers ohne Farbanderung. Sie lésen sich in kalter Natriumcarbonatlésung 
mit oranger Farbe. 


(C,H, ,0,N,,Co - 2 H,0] SO, - 2.H,0 (905,3) 
Ber. C 18,85 H 4,33 $6,28 Co 11,55 H,O 14,15 
Gef. C 18,98 H4,46 $5,98 Co 11,31 H,O 14,88 


14. Trihydroxo-[2.8-diamino-4.6-dihydroxy-pyrimido[5.4-g]- 
pteridin]-kobalt(III) (XV): Die Lésung von 25,7g 2.4.5-Triamino-6. 
hydroxy-pyrimidinsulfat’ in 2,51 siedendem Wasser wird mit einer Lésung 
von 28,1 g Kobaltsulfat in 100 m/ Wasser versetzt. Zu diesem Gemisch laBt man 
soviel Natronlauge zutropfen, bis sich der entstandene Niederschlag durch Riihren 
nicht mehr in Lésung bringen ]aBt (etwa 25 mi 10 n NaOH). Der Niederschlag wird 
schnell abfiltriert und die Lésung in einen 6-/-Sulfonierkolben gefiillt. Das Reaktions.- 
gemisch wird in einem Wasserbad auf 95° gehalten und ein Luftstrom durch- 
gesaugt, der zur Entfernung eventueller Spuren von Ammoniak mit verd. Schwefel- 
siure gewaschen wird. Nach etwa 3 Stdn. saugt man das ausgefallene rotbraune 
Pulver ab, wascht mit heiBem Wasser und Methanol und trocknet. 


[CgH,N,0;Co] - 6,5 H,O (473,3) Ber. C 20,30 H 4,66 Co 16,55 H,O 24,70 
Gef. C 20,34 H (4,01) Co 16,38 H,O 24,42 
Das magnetische Moment: 
Xg: (22,9 + 0,2) - 10-8, wete/uB: 5,1 
entspricht einem normalen Kobalt(III)-Komplex. 

15. Diacetato-hydroxo-[2.8-diamino-4.6-dihydroxy-pyrimido- 
[5.4-g]pteridin]-kobalt(III): Der Ansatz wird wie bei der Darstellung von 
XV durchgefiihrt, jedoch 14Bt man die Reaktion etwa 24 Stdn. laufen. Der ab- 
gesaugte Niederschlag besteht aus etwa 7 g eines rotbraunen Pulvers. Davon werden 
3,3 g erschépfend mit siedendem Eisessig extrahiert. Als Riickstand hinterbleiben 
etwa 0,98 g einer ockerfarbenen Substanz. Sie wird iiber KOH im Vak. getrocknet. 

[C\2H,3Ng0;Co]- 3 H,O (494,3) Ber. N 22,65 Co11,90 H,O 10,94 

Gef. N 22,63 Co 11,39 H,O 11,04 


16. Tetraacetato-diaquo-dihydroxo-y-[2.7-diamino-4.9-di- 
hydroxy-pyrimido[4.5-g]pteridin ]-dikobalt(III) (XIX) erhalt man beim 
vorsichtigen Einengen des bei Versuch 15 erhaltenen Eisessigextraktes im Vak. bei 
Wasserbadtemperatur. 

[Cy¢HypN_0,.Co, - 2 H,O] (670,3) Ber. N 16,70 Co 17,55 H,O 5,37 

Gef. N 16,80 Co (18,10) H,O 5,67 


17. Trihydroxo-[4.6-dihydroxy-pyrimido[5.4-g ]pteridin]-kobalt- 
(III) (XVI): 1,75 g 4.5-Diamino-6-hydroxy-pyrimidinsulfat? werden in 
80 ml Wasser durch Erhitzen gelést (pq 2) und mit 10 m/ m CoSO, versetzt. Unter 
heftigem Rihren wird die Lésung mit 10,5 m/ n NaOH neutralisiert. Von dem 
blaugrauen Niederschlag filtriert man schnell ab und fiillt die weinrote Lésung in 
einen Kolben. Bei Wasserbadtemperatur saugt man Luft durch das Reaktions- 
gemisch. Nach 5 Stdn. wird ein rotbraunes Pulver abgesaugt und mit heiBem Wasser 
und Methanol gewaschen. 


[CsH,N,0;Co] - 3,5 H,O (389,2) 
Ber. C 24,60 H 3,63 N 21,50 Co 15,15 H,O 16,23 
Gef. C 24,43 H 3,61 N 21,36 Co (15,90) H,O 16,97 
18. Trihydroxo-[4.6-diamino-pyrimido[5.4-g]pteridin]-kobalt(II1) 
(XVII): Die Lésung von 7g 4.5.6-Triamino-pyrimidinsulfat? in 200 ml 
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alt(II). fF siedendem Wasser wird mit 40 ml m CoSO, versetzt. Mit 60 m/ x NaOH bringt man 

midin. § den pu auf etwa 6,5 und filtriert. Die rotbraune Lésung wird der iiblichen Oxydation 

-Obalt. ff unterworfen. Nach 8 Stdn. wird ein dunkelbraunes Pulver abgesaugt und mit 
heiSem Wasser und Methanol gewaschen, bis die Waschfliissigkeit farblos ablauft. 

va 10% & Der Wassergehalt des schwarzbraunen Pulvers schwankt stark. Nach dem Trocknen 

tlésung pei 140° nimmt es an der Luft 6,9% Feuchtigkeit auf. Die N-Bestimmung wurde 
mit der so behandelten Substanz durchgefiihrt (Mol.-Gew. 342,1). 


[C§HyN,O0,Co] - 3,5 H,O (387,2) 
Ber. C 24,90 H4,16 N 32,90 Co 15,25 H,O 16,30 
Gef. C (25,31) H3,77 N 33,16 Co 14,98 H,O 15,96 


]- 19. Tetrahydroxo-y-[2.7-diamino-4.9-dihydroxy-pyrimido[4.5-g ]- 
ino-6. | pteridin]-dinickel(II) (XVIII): Der mit 5 m/ m NiSO, versetzten Lésung von 
Losung fF 1,28 g 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidinsul fat" laBt man soviel n NaOH 
3t man | zutropfen, bis der entstandene Niederschlag nicht mehr in Lésung geht. Man 
iihren § filtriert schnell ab, fiillt die dunkelgelbe Lésung in eine Gaswaschflasche und saugt 
g wird § bei 95° Luft durch die Reaktionslésung. Nach etwa 10 Stdn. wird ein rotes Pulver 

































<tions. abgesaugt und mit Wasser und Methanol gewaschen. 

durch. [CgH,>N,O,Ni,]-4H,O (503,7)Ber. C 19,05 H 3,60 Ni 23,20 H,O 14,30 
wefel. Gef. C 18,89 H3,65 Ni (22,74) H,O 14,15 
raune 

24.70 Zusammenfassung 

24,49 Das Komplexbildungsvermégen der 4.5-Diamino-pyrimidine gegen- 


iiber Kupfer, Kobalt und Nickel wird untersucht. Die Komplexe werden 
isoliert und ihre Struktur aufgeklirt. Bei Nickelkomplexen werden als 
komplexaktive Substituenten die orthostaéndigen Aminogruppen bzw. 
) - die Hydroxygruppe festgestellt. Letztere bewirkt auch die Komplexbil- 
von — dung mit Kupfer und Kobalt: Eventuell anwesende Sulfhydrylgruppen 
Bre geben ebenfalls AnlaB zur Komplexbildung. Sauerstoffzutritt bei der 


om Reaktion bewirkt Kondensation zu Pyrimidopteridinen, die mit den ge- 
knet. § nannten Zentralatomen gleichfalls Komplexverbindungen bilden. 
Summary 
, The complex forming capacity of 4,5-diaminopyrimidines with 

= copper, cobalt and nickel has been investigated. The complexes have 

j been isolated and their structure elucidated. In the case of nickel com- 
plexes, the o-aminogroups and the 6-hydroxygroup were found to be 
complex active substituents. The latter is also responsible for the complex 

whe formation with copper and cobalt. 

| in Sulphydryl groups also cause complex formation. The presence of 

ven} oxygen during the reaction causes condensation to pyrimido-pteridines, 

a which likewise yield complex compounds with the central atoms. 

eal Prof. Dr. Dr. Hein, Institut fiir Anorganische Chemie der Universitdt, Jena, 


ial August-Bebel-StraBe 2. 
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Der Aminostickstoff wird in der Klinik gewéhnlich durch die sehr einfache, § succ' 
jedoch ziemlich ungenaue Formoltitration nach Sorensen! bestimmt. Fiir manche J tem] 
Zwecke haben sich kolorimetrische Verfahren?~* bewahrt. Da sich hierbei jedoch § akti 
die einzelnen Aminosauren unterschiedlich anfarben, kann bei einer Gesamtamino. § Prot 
sdurebestimmung nur dann mit reproduzierbaren Werten gerechnet werden, wenn § kon: 
das Spektrum der zu untersuchenden Aminosauren sich von Versuch zu Versuch —} woh 
nicht allzusehr andert. Dies ist bei der Bestimmung der freien Blutaminosaiuren — wa8 
einigermaBen gewahrleistet®, trifft fiir die Harnaminosauren aber viel weniger zu‘. 
Die gréBte Fehlerquelle im Harn bildet jedoch der hohe Ammoniak- und Harnstoff- 
gehalt. Beide Substanzen farben sich ebenfalls mit Ninhydrin. Ihre Konzentration 
schwankt bei wechselnder Diat und unterschiedlichem py-Wert des Harns erheblich’ 


und steht in keinem Zusammenhang mit der Aminosaiureausscheidung’. Die da- 2,5 § 
durch bedingten Fehlerméglichkeiten erfordern bei quantitativen Aminosaure- Pufi 
bestimmungen die nicht ganz einfache vorherige Entfernung dieser Stoffe®. Ent- der 
weder gehen dabei auch Aminosiauren verloren (siehe z. B. 1. c.®), oder das Verfahren ) 
wird so umstandlich, daB die Methode fiir gréBere Versuchsreihen unbrauchbar ist. it 
Ss 


Die manometrische Aminosiiurebestimmung nach van Slyke®!? er. 
faBt das CO, der Carboxylgruppe. Ammoniak und Harnstoff stéren daher | wen 
nicht. Ein solches Verfahren ist deshalb gerade fiir die Bestimmung der § Suc 


1§. P. L. Ssrensen, C. R. Trav. Lab. Carlsberg 7, 1 [1907]; Biochem. Z. 7, hyd 
45 [1908]; V. Henriques u.S. P. L. Sorensen, diese Z. 64, 120 [1910]. 








2 0. Folin, J. biol. Chemistry 51, 377, 393 [1922]. N-] 
3 W. Trollu. R. K. Cannan, J. biol. Chemistry 200, 803 [1953]. 
4S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211 907 [1954]. Mai 


> K. Schreier u. H. Pliickthun, Biochem. Z. 820, 447 [1950]; L. Hof- gest 
statter, P.G. Ackermann u. W. B. Kountz, J. Lab. clin. Med. 36, 259 [1950]; in ( 
W.H.Stein u. 8. Moore, J. biol. Chemistry 211, 915 [1954]; H. G. Knauff, lan; 
P. Dieterle u. H. Zickgraf, diese Z. 316, 186 [1959]. Ver 

6 B. F. Steele, M.S.Reynoldsu.C. A. Baumann, J. Nutrit. 40, 145 [1950]; 
C.E. Dent, Proc. J. int. Congress of clin. Pathology, ed. S. C. Dyke 2nd ed., London und 
1951; J. M. Walshe, Quart. J. Med. 88, 483 [1953]; C. E. Dent u. J. M. Walshe, sau 


Brit. Med. Bull. 10, 247 [1954]. geb 
? E. Werle, in B. Flaschentrager u. EK. Lehnartz, Physiolog. Chemie, Wa 
Bd. II 2b, S. 42ff. u. 134ff., Springer-Verlag, Heidelberg 1957. We 


8 K. Lang u. O. F. Ranke, Stoffwechsel und Ernahrung, S. 146, Springer- — 
Verlag Heidelberg 1950. 

® D. D. van Slyke, R.T. Dillon, D. A.MacFadyen u. P. Hamilton, 
J. biol. Chemistry 141, 627 [1941]; P. B. Hamilton u. D. D. van Slyke, J. M. 
bio!. Chemistry 150, 231 [1943]. M. 

10 PD. D.van Slyke, D.A.MacFadyen u. P.B.Hamilton, J. biol. ‘ 
Chemistry 150, 251 [1943]. nin 
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Aminosiuren des Harns besonders geeignet. Jedoch ist auch hier der 
Aufwand betrachtlich. Wir konnten uns nicht zu seiner Einfiihrung fiir 
Routineuntersuchungen entschlieBen. Kiirzlich gaben Chapelle und 
Luck eine neue manometrische Bestimmungsmethode an, die auf einem 
ihnlichen Prinzip beruht und sehr einfach im Warburg-Apparat auch 
in groBeren Versuchsreihen durchgefiihrt werden kann. Das Verfahren 
schien uns wegen seiner Einfachheit und Genauigkeit besonders geeignet 
und wir haben es deshalb auf seine Anwendbarkeit zur Bestimmung der 
Harnaminosiuren gepriift. 
Prinzip 

Barakat?? beobachtete, daB bestimmte «-substituierte Carboxylgruppen de- 
carboxyliert werden, wenn man entsprechende Sauren mit einer waBrigen N-Brom- 
succinimid-Lésung umsetzt. Diese Reaktion verliuft quantitativ bei Zimmer- 
temperatur. Er konnte auf diese Weise Aminosiuren und — unter anderen Re- 
aktionsbedingungen — auch die endstaéndigen Carboxylgruppen von Peptiden und 
Proteinen bestimmen. Die dabei entwickelte CO,-Menge ist der Aminosaure- 
konzentration direkt proportional, wahrend das gleichzeitig freigesetzte Brom so- 
wohl aus der Decarboxylierungsreaktion als aus dem hydrolytischen Zerfall des in 
wiBriger Lésung nicht ganz bestandigen V-Brom-succinimids stammen kann. 


Methodik 


Die N-Brom-succinimid-Lésung wird jeweils frisch bereitet: Man gibt 
2,5 ¢ N-Brom-succinimid und 2,5 g Succinimid zu 25 ml eines 0,2m Natriumacetat- 
Puffers vom px 4,7. Wegen der geringen Léslichkeit von N-Brom-succinimid bleibt 
der gréBte Teil in Suspension und setzt sich spiter am Boden ab. 

In den Seitenarm des Warhurg-GefiBes werden 0,5 mi dieser Lésung ein- 
pipettiert. In den Einsatz gibt man 0,5 ml einer 40 proz. Kaliumjodid-Lésung zur 
Absorption von freigesetztem Brom. In den Hauptraum kommt die zu unter- 
suchende Lésung, im allgemeinen 1 ml, bei konzentrierteren Lésungen entsprechend 
weniger. Das Volumen im Hauptgefa8 wird dann mit einer 10proz. Lésung von 
Succinimid in Natriumacetat-Puffer, py 4,7, auf 3 ml aufgefiillt. Der Uberschu8 
von Succinimid dient zur Stabilisierung von N-Brom-succinimid, das sonst leicht 
hydrolytisch gespalten wiirde!. 

Das Reaktionsoptimum liegt bei pu 4,7. Bei einem py-Wert < 3 reagiert 
N-Brom-succinimid nicht mit Aminoséuren. Bei py > 5 wird CO, zuriickgehalten. 

Nach dem Temperaturausgleich im Wasserbad (30°*) werden die Haihne der 
Manometer geschlossen. Nach 20 Minuten hat sich ein stabiles Gleichgewicht ein- 
gestellt, und die Reaktion kann durch Einkippen der N-Brom-succinimid-Suspension 
in Gang gesetzt werden. Die Manometer werden zunachst alle 5 Min., spater in 
langeren Abstanden abgelesen. Die letzte Messung erfolgt 3 Stdn. nach Beginn des 
Versuches. 

Aufbereitung der Harne: 5 ml werden mit Trichloressigséure enteiweibt 
und dann zur Entfernung stérender Ketosauren und iiberschiissiger Trichloressig- 
siure wiederholt mit Ather ausgeschiittelt. AnschlieBend wird der py-Wert auf 4,7 
gebracht und eine Menge, die 0,25 ml urspriinglichem Harn entspricht, in die 
Warburg-GefaBe einpipettiert. Pleura- und Ascitespunktate werden in gleicher 
Weise behandelt. 


KW. Chapelle u. J. M. Luck, J. biol. Chemistry 229, 171 [1957]. 

2M. Z. Barakat u. G. M. Mousa, J. Pharmacy Pharmacol. 4 115 [1952]; 
M. Z. Barakat, ebenda 4, 582 [1952]; M. Z. Barakat, M. F. A. El-Wahab u. 
M. M. El-Sadr, J. Amer. chem. Soc. 77, 1670 [1955]. 

* Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt zwar mit der Temperatur, jedoch 
nimmt dann gleichzeitig die Zerfallsneigung von N-Brom-succinimid zu". 
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Wir haben in den hier geschilderten Versuchen die Harne meist mit gekiihitem 
Aceton enteiweiBt. Durch Einengen im Vak. wurde dann das Aceton entfernt, der 
Riickstand wurde mit dem vierfachen Vol. 0,1n HCl aufgenommen, diese Lésung 
auf px 4,7 gebracht und eine entsprechende Menge zur Bestimmung verwandt, 
Dieses etwas kompliziertere Vorgehen war notwendig, weil die enteiweiBten Harn. 
proben gleichzeitig zur Anfertigung zweidimensionaler Hochspannungselektrophero. 
Chromatogramme nach friiher beschriebenem Verfahren!’ dienten und sich hier die 
AcetonenteiweiBung als vorteilhafter erwies. (Durch Aceton wird in der K4lte mit 
dem EiweiB8 gleichzeitig ein groBer Teil der bei der Chromatographie sehr stérenden 
anorganischen Salze ausgefallt). 


Ergebnisse und Diskussion 


Versuche mit Reinsubstanzen 

Zunichst wurde die Fehlerbreite des Verfahrens bestimmt. Dazu 
wurden unterschiedliche Mengen von Alanin, Arginin, Citrullin, Cystein, 
Cystin, Glutaminsiure, Glykokoll, Leucin, Methionin, Prolin, Serin, 
Threonin, Tryptophan, Tyrosin und Valin eingesetzt und die entwickelten 
CO,-Mengen bestimmt. Bei Mengen von 1 bis 10 wMol/ml erhielten wir 
eine Streubreite von + 2 bis 3%. Abb. 1 zeigt fiir Alanin den streng 
linearen Anstieg der CO,-Menge in Abhingigkeit von der eingesetzten 
Aminosiiuremenge und die Fehlerbreite der Bestimmung. Ahnliche Ge- 
raden erhielten wir fiir simtliche untersuchten Aminosiuren. 

Der Vergleich der einzelnen Aminosiiuren ergab jedoch, daB die 
Reaktion mit unterschiedlicher Geschwindigkeit abliuft. Chapelle und 
Luck"! haben diese zeitlichen Verhiltnisse nicht beriicksichtigt. Bei 
Alanin ist bereits nach einer halben Stunde der Héchstwert erreicht. 
Ahnlich verhalten sich auch Arginin, Citrullin, Glutaminsiure, Glykokoll, 
Leucin, Serin, Threonin, Tryptophan und Valin. Bei Cystein, Cystin, 
Methionin, Prolin und Tyrosin betrigt die Reaktionsdauer dagegen 
2Stdn. und mehr. Einen Uberblick iiber den zeitlichen Ablauf der 
Reaktion bringt Abb. 2. 

Nach van Slyke® verhalten sich die Aminosiuren bei der Reaktion mit 
Ninhydrin ebenfalls unterschiedlich. Die CO,-Entwicklung erfolgt hier zwar etwas 
schneller, gehorcht aber ahnlichen Kurven. 

Bei den Aminosiuren Cystein, Cystin, Methionin und Prolin ist die 
Reaktion auch nach 3 Stdn. noch nicht beendet. Bei Cystein waren nach 
3 Stdn. durchschnittlich 92,5 + 4° der vorhandenen Carboxylgruppen 
decarboxyliert, bei Methionin wurden 92,5 + 2% und bei Prolin 
92 + 3,5% erreicht. Bei Cystin werden beide Carboxylgruppen 
decarboxyliert. Allerdings ist hier die Reaktion noch unvollstindiger. 
Nach 3 Stdn. wurden 120% der bei anderen Aminosiiuren gewohnten 
CO,-Menge abgelesen. Da die mit N-Brom-succinimid langsamer reagie- 
renden Aminosiuren in physiologischen Fliissigkeiten nur einen geringen 
Prozentsatz ausmachen, wird man sich im allgemeinen mit Ablesungen 
in den ersten 30—60 Minuten begniigen kénnen. Asparaginsiure liefert 


13-H.G. Knauff, W. Mialkowsky u. H. Zickgraf, Z. klin. Med. 155, 483 
[1959]. 
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fert 4. B. Wallraff, FE. C. Brodie u. A. L. Borden, J. Clin. Invest. 29, 1542 
[1950]; P. J. Christensen, J. W. Date, F.Schonheyder u. K. Volquartz, 
433 Scand. J. Clin. Lab. Invest. 9, 54 [1957]; D. Miiting, Arzneimittel-Forsch., 8. Bei- 
heft, 52 [1958]. 
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Bei Peptiden und Proteinen liuft die Reaktion wesentlich langsamer ab als 
bei freien Aminosaduren'!. Die Bestimmung derselben wird durch die Gegenwart 
dieser hdhermolekularen Stoffe daher kaum gestért. Nur bei einigen Aminosauren, 
wie Cystin, scheinen sich die Reaktionszeiten etwas zu iiberschneiden. Da wir der 
groéBeren Exaktheit wegen in den vorliegenden Versuchen unsere Messungen stets 
iiber 3 Stdn. ausdehnten, haben wir die Harnproben jeweils vorher enteiweiBt. Wir 
fanden jedoch bei Doppelbestimmungen keine wesentlichen Unterschiede zu nicht 
enteiweiBtem Harn. Erst nach Zugabe von Palladiumchlorid gelingt es, die Reaktion 
mit Proteinen und Peptiden soweit zu beschleunigen, daB auch sie bestimmt werden 
konnen!!, Das Aminosaurespaltprodukt Taurin kann selbstverstandlich nicht rea. 
gieren. Da es bei allen kolorimetrischen Verfahren miterfaBt wird und eine der 
haufigsten ninhydrinfarbbaren Substanzen des Harnes darstellt®, wird bei diesen 
Verfahren die ,,Aminosiuremenge“ etwas hoéher liegen. 

Wie bei Einzelaminosiuren, so bestimmten wir auch bei Amino. 
siiuregemischen die Reaktionsbedingungen und die Fehlerbreite der 
Methode. Bei Einsatz eines die 22 Aminosiuren Alanin, a-Aminobutter. 
siiure, Arginin, Asparagin, Cystein, Cystin, Glutamin, Glutaminsiure, Gly. 
kokoll, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Ornithin, Phenylala- 
nin, Prolin, Serin, Threonin, Tryptophan, Tyrosin und Valin enthaltenden 
Gemisches lasen wir nach 3 Stdn. eine CO,-Menge von 96% des theoretisch 
errechneten Wertes ab. Die Schwankungsbreite betrug bei mehreren Ver- 
suchen in verschiedenen Konzentrationsbereichen + 2° vom Mittelwert. 

Es ist damit zu rechnen, daf nicht nur die CO,-Gruppen decarboxy.- 
liert werden, die einer Aminogruppe benachbart sind, sondern auch die- 
jenigen, die durch benachbarte Keto- oder Hydroxylgruppen aktiviert 
werden. In biologischen Fliissigkeiten sind dies vor allem die «-K eto- 
und «-Hydroxysauren. Wir untersuchten daher das Verhalten solcher 
Substanzen. Fiir Acetessigsiure fanden wir eine véllige Decarboxylierung. 
Bei Oxalessigsiure waren nach 3 Stdn. 56% der vorhandenen CO,- 
Gruppen abgespalten, bei Brenztraubensiure 25%. Bei «-Ketoglutar- 
siure und Milchsiiure wurde keine Gasentwicklung beobachtet, er- 
wartungsgemiB auch nicht beim Harnstoff. Die Anwesenheit  be- 
stimmter Keto- und Hydroxysiiuren in gréferer Menge kann daher die 
Verwendbarkeit der Methode fiir biologische Fliissigkeiten einschranken, 
sofern diese nicht durch ein einfaches Verfahren entfernt werden kénnen. 
Brenztraubensaiure und Oxalessigsiiure konnten wir durch mehrmaliges 
Ausschiitteln mit dem gleichen Volumen Ather véllig aus einer waBrigen 
oder salzsauren Lésung entfernen. Lediglich bei Acetessigsiure gelang 
das nicht vollstindig. Ihre Konzentration im normalen Harn betragt 
jedoch nur 0,1 bis 1% der ausgeschiedenen Aminosiuren!®. Durch vor- 
heriges Kochen der Harnprobe kénnte sie quantitativ zerstért werden'®, 
Auch van Slyke und Mitarbeiter! haben die Ketosiuren durch vorheriges 
Kochen des Harnes entfernt, da sie bei ihrer manometrischen Bestimmung 
ebenfalls stéren. Einfache organische Siiuren oder Hydroxysiuren wie 
Milchsaure oder Citronensiiure entwickeln auch mit Ninhydrin kein CO,"”. 


15 G. Leonardi u. I. Glasenapp, diese Z. 286, 145 [1950]. 
16 Beilsteins Handb. d. organ. Chemie, Bd. III, 8. 630, Springer-Verlag Berlin, 
4. Aufl. 1921. 
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Bei der Atherextraktion bleiben gleichzeitig vorhandene Amino- 
siuren quantitativ in der wiBrigen Phase. 
Wir halten die Spezifitat des geschilderten Verfahrens fiir Amino- 


siureanalysen in biologischen Fliissigkeiten folglich fiir ausreichend. 


Bestimmung der Harnaminosauren 


Nach Klarung dieser Vorfragen wurde das Verfahren zur Bestimmung 
der Harnaminosiuren herangezogen. Zunichst wurden zu Harnproben 
mit bekanntem Aminosiuregehalt kiinstliche Aminosiiuregemische in 
einer Menge von 5 bis 10 uMol/ml hinzugefiigt. Wir verwendeten die 
Aminosauren Alanin, Arginin, Glutaminsiure und Valin allein oder in 
Mischung. In Wiederauffindungsversuchen wichen die gefundenen Amino- 
siuremengen um héchstens + 2,5% vom Wert der eingesetzten Amino- 
siuremenge ab. Es wurde also praktisch dieselbe Fehlerbreite wie mit 
reinen Lésungen erreicht. 

Sodann untersuchten wir eine Serie von 20 Morgenurinen gesunder 
Versuchspersonen. Diese haben einen wesentlich héheren Gehalt an freien 

Aminosauren als der 24-Stdn.- 


Tab. 1. Aminoséurenauscheidung im 

24-Sdtn.-Harn bei gesunden Versuchs- 

personen und bei 2 Fallen von Morbus 
Wilson (K. F. und A. K.). 


Urin. Unsere Werte lagen zwi- 
schen 15 und 25 wMol Amino- 
siiuren/ml Harn. Doppelbestim- 


mungen an demselben Harn vor 











Versuchs gefundene Aminoséuren und nach Enteiweifung ergaben 
—" uMol/ml |uMol/24Stdn. keine iiber die Fehlerbreite hin- 
AD. 10,11 7077 — Ucar. ~ 
K.G. 11,59 6 027 24- tdn.-Harnen von 6 gesun en 
L. S. 7,56 9 828 Versuchspersonen erhielten wir 
G. St. 3,81 6 858 die in Tab. 1 aufgefiihrten Werte. 
4 7 Roa R pn Sie stimmen gut mit bisher be- 
nthe é kannten, mit anderen Methoden 
K. F 44,3 33 225 gewonnenen Werten der Lite- 

44,5 28 925 ratur iiberein!’?. Die 6 weiteren 
41,4 37 260 e ° 
35.0 36 050 in Tab. 1 angegebenen Werte 
A.K. 38.8 42 680 stammen von zwei Patienten mit 
36,2 45 250 Morbus Wilson. Die Aminosiure- 








* mengen lagen, wie erwartet, 
merklich iiber denen gesunder Versuchspersonen. Die Aminoacidurie ist 
ein lange bekanntes und ziemlich konstantes Symptom der hepatocere- 


bralen Degeneration?®. 


17 PD. D. vanSlyke, D. A. MacFadyenu. P. Hamilton, J. biol. Chemistry 
141, 671 [1941]; A. A. Albanese u. V.Irvy, ebenda 158, 583 [1944]; R. D. 
Eckhardt u. C. S. Davidson, ebenda 177, 687 [1949]; W. H. Stein, ebenda 201, 
45 [1953]; D. Miiting, diese Z. 297, 61 [1954]; H. M. Rubinstein u. J. D. Pryce, 
J. clin. Pathol. 12, 80 [1959]. 

18 FE. Siemerling u. H. Oloff, Klin. Wschr. 1, 1087 [1922]; L. Uzman u. 
D. Denny- Brown, Amer. J. med. Sci. 215, 599 [1948]; S. Mooreu. W. H. Stein, 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 317 8 
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Im Harn von gesunden Ratten wurden bei einer tiglichen Harn. 
menge von 1,5 bis 3,9 ml 12,5 bis 24,3 ~Mol Aminosiuren gefunden (Tab. 2), 
AnschlieBend wurden die Tiere mit Tetrachlorkohlenstoff (1 ml/180¢ 
K6rpergewicht intraperitoneal) vergiftet. Dies fiihrt bekanntlich zy 


Tab. 2. Im Harn ausgeschiedene Aminosiuremengen bei Ratten vor (v.) und einen 
Tag nach (n.) Vergiftung mit CCl,. 



































Tier Nr. 
oh oe 3 4 5 6 7 
Gewicht (g) 220 | 220 | 210 | 225 | 200 | 220 | 190 
v.| 77 1128 | 50 | 81 | 44 |13,5 | 5.0 
#Mol/ml n. | 12:5 | 10.6 | 19,6 | 20,4 | 7.7 | 16,0 | 135 
v. | 19,25 | 20,48 | 17,50 | 24,30 | 17,16 | 20,25 | 12.50 
#Mol/24 Stdn. n. | 62,50 | 31,80 | 50,96 | 77.52 | 30,03 | 55,60 | 39.15 


schweren Schiden an Leber und Niere?®, die offenbar konstant mit einer 
Aminoacidurie einhergehen. Wir fanden bei den gleichen Ratten einen 
Tag nach der Vergiftung Mengen von 30,03 bis 77,52 uMol Aminoséiuren 
bei einer taglichen Harnmenge von 2,6 bis 5,0 ml/24 Stdn. Einzelheiten 
iiber diese Versuche sollen an anderer Stelle mitgeteilt werden. Unsere 
Normalwerte fiir die tigliche Aminosiiurenausscheidung der Ratte ent- 
sprechen den Angaben der Literatur?®. 

Wir verwendeten das Verfahren ferner zur Bestimmung des Amino- 
siiuregehaltes von Pleura- und Ascitespunktaten, werden dariiber 
aber in einer folgenden Arbeit gesondert berichten. 


Wir méchten auch an dieser Stelle Herrn Dr.J ungblut und Herrn Dr. Meyer 
vom Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinchen fir wertvolle 
methodische Ratschlage und Hinweise herzlich danken. 


Zusammenfassung 


1. Reaktionsbedingungen, Spezifitiit, Fehlerméglichkeiten und 
Schwankungsbreite einer neuen, von Chapelle und Luck beschriebenen, 
manometrischen Bestimmungsmethode fiir Aminosiuren wurden durch 
Versuche mit Reinsubstanzen und mit Harn iiberpriift. 

2. Es wird festgestellt, da die Decarboxylierungsreaktion mit N- 
Brom-succinimid bei verschiedenen Aminosiuren mit unterschiedlicher 


Proc. II. int. Congress of Biochemistry, Paris 1952, S. 367; W. H. Stein, A. G. 
Bearn u. S. Moore, J. clin. Invest. 38, 10 [1954]; J. Steger u. R. Steger, 
Dtsch. Z. Nervenheilkunde 172, 321 [1954]. 

19 H. Smetana, Arch. internal Med. 63, 760 [1939]; A. C. Corcoran,R. D. 
Tayloru. I. H. Page, J. Amer. med. Assoc. 123, 81 [1943]; J. R. Forbes, Lancet 
247, 590 [1944]; J. Hoffmann, M. B. Himes, S. Lazan, R. Riszki u. J. Post, 
A.M. A. Arch. Pathol. 59, 429 [1955]. 

20 H. Berger u. I. Antener, Int. Z. Vitaminforsch. 28, 17 [1959]. 
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Geschwindigkeit abliuft. Gewisse Ketosiuren geben die gleiche Reaktion, 
sind jedoch auf einfache Weise zu entfernen. 

3. Die Vorteile des Verfahrens fiir die Harnuntersuchung im Ver- 
gleich zu bisherigen Methoden werden diskutiert. Sie liegen in seiner 
Einfachheit, Genauigkeit und Spezifitit. 

4. Die erhaltenen Aminosaurewerte fiir Normalharn bei Mensch und 
Ratte liegen im Bereich der Literaturwerte. Bei experimenteller Tetra- 
chlorkohlenstoff-Vergiftung von Ratten und bei 2 Fallen von Morbus 
Wilson wurden deutliche Aminoacidurien beobachtet. 


Summary 


1. Pure materials and urine have been used to examine the reaction 
conditions, specificity, possible sources of error and degree of fluctuation 
in a new manometric method by Chapelle and Luck for the deter- 
mination of amino acids. 

2. It has been established that the decarboxylation reaction with 
N-bromo-succinimide varies in velocity with the amino acid concerned. 
The same reaction is given by certain keto acids, which are, however, 
easily removed. 

3. The advantages of this procedure (simplicity, accuracy, specifi- 
city), in the investigation of urine, are discussed in comparison with 
existing methods. 

4. The amino acid values obtained for the normal urine of humans 
and rats are in the same range as those reported in the literature. In 
experimental carbon tetrachloride poisoning in rats and in two cases of 
Morbus Wilson distinct amino-aciduria was observed. 


Dr. med. H.G. Knauff, IT. Medizin. Klinik der Universitat Miinchen, 
Ziemssenstr. 1. 
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Zur Chemie und Biochemie der ,,Cobalamine‘“, XII! 


Guanin-cobalamin-Analogon aus Faulschlamm 


Von 
Wilhelm Friedrich und Konrad Bernhauer 
Aus dem Biochemischen Forschungslaboratorium der Aschaffenburger Zellstoffwerke AG, 


Stockstadt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1959) 


Bei der halbtechnischen Cellulose-Siulenchromatographie von 
Vitamin-B,.-Konzentraten aus Faulschlamm treten meist mehrere relativ 
langsam wandernde rote Zonen nucleotidhaltiger Vitamin-B,,-Arten auf, 
deren weitere Reinigung mit den bisher iiblichen Methoden auf Schwierig- 
keiten stieB. Die begleitenden Verunreinigungen, u. a. Proteine und Pep. 
tide, lassen sich weder durch Fiillungs- noch durch Extraktionsmittel von 
den B,,-Arten trennen. Die Cellulosepulver-Chromatographie unter An- 
wendung verschiedener Entwickler? beseitigt diese unspezifischen Ver- 
unreinigungen nur teilweise. Wirksamer sind die harzartigen Ionenaus- 
tauscher Dowex-2 und Amberlite X E-64 (IRC-50), mit deren Hilfe man 
die Hauptmenge nicht-B,,-artiger Verunreinigungen beseitigen kann. Die 
letzte Reinigung kann mit Hilfe der Elektrophorese in neutralem sowie in 
schwach saurem Milieu erfolgen. Die Anwendbarkeit dieser Methode ist 
jedoch durch die geringe Kapazitit der iiblichen Elektrophoreseeinrich- 
tungen beschrinkt. 

Durch diese Schwierigkeiten wurde die Untersuchung der ,,lang- 
samen“ B,,-Analoga verzégert. Erst nach der Einfiihrung von Cellulose- 
Ionenaustauschern zur Reinigung und Trennung von B,,-Arten*® konnte 
eine gréBere Menge der betreffenden B,,-Konzentrate verarbeitet und 
eine der ,,langsamen“ B,,-Arten in reiner, kristallisierter Form gewonnen 
werden. 

Die neue B,,-Art wurde auf Grund von Abbauversuchen als Guanin- 
cobalamin-Analogon charakterisiert!. Sie wurde bisher, soweit bekannt, 
weder aus einer natiirlichen Quelle isoliert noch biosynthetisch darge- 
stellt (diesbeziigliche Versuche verliefen bisher ergebnislos*). Diese B,,-Art 





1 XI. Mitteil.: W. Friedrich u. K. Bernhauer, Angew. Chem. 71, 311 [1959]. 

2 W. Friedrich u. K. Bernhauer, Z. Naturforsch. 10b, 6 [1955]; W. 
Friedrich, G. Gross u. K. Bernhauer, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 
1956, 1384; W. Friedrich u. K. Bernhauer, in K. Bauer, Medizinische Grund- 
lagenforschung, Bd. II, S. 661, Thieme-Verlag, Stuttgart 1959. 

3 J. Pawelkiewicz, W. Walerych, W. Friedrich u. K. Bernhauer, J. 
Chromatography, im Druck. 

4 K. Bernhaueru. W. Friedrich, Angew. Chem. 66, 776 [1954]; J. E. Ford, 
E. S. Holdsworth u. S. K. Kon, Biochem. J. 59, 86 [1955]. 
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gehért in die Gruppe der iiblichen ,,kompletten Cobalamine“ und unter- 
scheidet sich eindeutig von dem amorphen Faktor-B-pyrophosphat- 
guanosin®, in dem die Ribose nicht am N-7 der Base (wie bei den iiblichen 


,kompletten Cobalaminen‘‘), sondern am N-9 (wie in den Nucleinsiuren) 
gebunden ist. 





200 








150 








100 














i 
lJ 
T 
| 
| 
l 
| 
| 
| 
| 
l 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
l 
| 
| 
| 
| 
l 
| 
| 
| 
l 
l 
| 
\ 


-— 
es a 























250 550 450 550 
alm) 
Abb. 1. Absorptionspektrum des Guanin-cobalamin-Analogons in Wasser. 


Monocyanokomplex, px 6 (Maxima bei 279, 361, 520 und 550 my), 
cree Dicyanokomplex, px 10,5 (Maxima bei 277, 302, 367, 540 und 580 my). 


Das Guanin-cobalamin-Analogon kristallisiert rasch aus wasserhal- 
tigem Aceton in der fiir B,,-Arten iiblichen Form. Sein Absorptionsspek- 
trum (Abb. 1) unterscheidet sich deutlich von allen bisher beschriebenen 


5 A. Di Marco, G. Boretti, A. Migliacci, P. Julita u. A. Minghetti, 
Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 38, 1513 [1957]. 
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natiirlichen Vitamin-B,,-Arten durch eine Schleife bei etwa 292 my 
(Monocyanoform) und ein schwach ausgeprigtes Maximum bei 302 my 
(Dicyanoform, px 10,5). Es ist in schwach saurem und neutralem px. 
Bereich elektrophoretisch neutral und wird erwartungsgema8 in Siiulen 
aus phosphorsiurehaltiger Cellulose** (P-Cellulose) nicht zuriickgehalten. 
In schwach alkalischen Puffern (z. B. 0,12 Na,CO,) ist es jedoch sauer 
(monobasisch), iibereinstimmend mit seinem Verhalten in der DEAE. 
Siule, in der es ziemlich stark adsorbiert wird. Papierchromatographisch 
ihnelt das Guanin-cobalamiri-Analogon den Faktoren G und H7’, u. a. 
durch seine relativ geringe Beweglichkeit bei Verwendung von NH,- oder 
Natriumtetraphenyloborat-haltigen Entwicklern — ein Verhalten, das 
anscheinend allen B,,-Arten eigen ist, deren Basen 6-Hydroxy-purine 
sind (Tab. 1). 


Tab. 1. Papierchromatographische Beweglichkeit der neuen Cobalamin-Analoga im 
Vergleich mit den Faktoren G und H. 

B,,. = 1,00. Papierchromatogramme aufsteigend, Entwicklungsdauer etwa 24 Stdn., 

Schleicher & Schill-Papier 2043 A, Entwickler (stets CN®-haltig): a) wassergesitt. 

sek. Butanol, b) wasserhalt. sek. Butanol + NHg,, c) wassergesatt. sek. Butanol 

mit 1% EHisessig, d) wassergesatt. sek. Butanol mit 0,59% Natriumtetraphenyloborat. 








Ent- Guanin-cobal- Xanthin-cobal- Faktor G Faktor H 
wickler amin-Analogon | amin-Analogon 
a 0,53 0,53 0,57 0,61 
b 0,3 0,3 0,42 0,47 
c 0,58 0,58 0,6 0,68 
d 0,33 0,26 0,35 0,49 














Durch Einwirkung von konz. Salzsiiure bei 20° auf das neue B,,- 
Analogon wird Faktor B (und seine Abbauprodukte) sowie ein kristalli- 
siertes Nucleotid, 7-Ribosido-guanin-(2’)3'-phosphat, gewonnen. Das 
Nucleotid enthalt Guanin®, Ribose® und Phosphorsiure!? im Verhiltnis 
1:1:1. Sein UV-Absorptionsspektrum (Abb. 2) ist mit dem des 7-Methyl- 
guanins! in saurem und alkalischem wifrigem Medium praktisch iden- 
tisch, von dem des Guanosins dagegen verschieden (Tab. 2). Es bewegt 
sich elektrophoretisch bei pu 6,5 gegen die Anode gleich rasch wie «-Ri- 
bazolphosphat. Papierchromatographisch liuft es bei Verwendung von 


6 KE. A. Peterson u. H. A. Sober, J. Amer. chem. Soc. 78, 751 [1956]. 

7 F. B. Brown, J.C. Cain, D. E. Gant, L. F. J. Parker u. E. L. Smith, 
Biochem. J. 59, 82 [1955]. 

8 Spektrophotometrisch bestimmt nach Hydrolyse des Nucleotides mit 1 n HC] 
bei 100° wahrend 1 Stde. 

® Quantitativ bestimmt mit Hilfe der Orcin-Reaktion (vgl. D. Glick, Methods 
of Biochemical Analysis, Interscience Publishers, New York, Vol. I, 1954, S. 298) 
sowie papierchromatographisch durch Vergleich mit einem authent. Praparat. 

10 Bestimmt nach C. H. Fiske u. Y. Subbarow (vgl. D. Glick, Methods of 
Biochemical Analysis, Vol. I, S. 299). 
11 B. Reiner u. 8S. Zamenhof. J. biol. Chemistry 228, 475 [1957]. 
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Abb. 2. UV-Absorptionsspektrum des Nucleotides aus dem Guanin-cobalamin- 
Analogon in 0,05n HCl und in 0,04n KOH (pu 12) - - - - - . 


Isopropylalkohol/gesiitt. Ammoniumsulfat/Wasser 2:79:19" als Ent- 
wickler wie Guanosin-3’-phosphorsiure. 

Das durch Cer-Abbau! des Guanin-cobalamin-Analogons neben Fak- 
tor B und Phosphorsiiure gewonnene Nucleosid unterscheidet sich in sei- 
nem UV-Absorptionsspektrum nicht vom Nucleotid (Tab. 2). Durch 
Hydrolyse mit Salzsiiure wurde daraus Guanin erhalten, das durch das 
UV-Absorptionsspektrum sowie papierchromatographisch unter Ver- 
wendung mehrerer Entwickler! identifiziert wurde. 

ErwartungsgemaB reagiert das Guanin-cobalamin-Analogon mit sal- 
petriger Siure!4 unter Bildung einer neuen B,.-Art (UV-Absorptions- 


12 F. Cramer, Papierchromatographie, 4. Aufl., Verlag Chemie, Weinheim, 
Bergstr., 1958. 

13 W. Friedrich u. K. Bernhauer, Chem. Ber. 89, 2507 [1956]. 

14 Es ist bekannt, da& die C-2-Aminogruppe der Purine der Reaktion mit 
salpetriger Séure grundsatzlich zuganglich ist. Vgl. hierzu J. Davoll, J. Amer. 
chem. Soc. 78, 3174 [1951]. 
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Tab. 2. UV-Absorptionsmaxima von Abbauprodukten der neuen B,,.-Arten und 
einigen verwandten Verbindungen. 











Verbindung Ain my | e- 10-3 PH 
Nucleosid aus Guanin-cobalamin-Analogon 250 : 
wea ll—12 
fe . : : 250 10,4 1 
Nucleotid aus Guanin-cobalamin-Analogon . 289 6.3 12 
: ; 250 1 
7-Methyl-guanint ...... .. peg Guth 989 12 
es 256,5 12,2 ~ 1 
ees ee en ee - + + 1o5g966| 11/3 11,3 
ie : ; > 269,5 10,9 5,5 
Nucleotid aus Xanthin-cobalamin-Analogon . 290,5 9.7 1L5 
. ~ 269 ~10 6,08 
7-Methyl-xanthin'® .......... -+|2990 I~ 81 10.79 
235 8,4 3 
; 263 8,95 3 
Raninosm’ «<3 6 6 SS sl ae ee 248,5 10,2 8,1 
278 8,9 8,1 








spektrum s. Abb. 3), die auf Grund ihrer Entstehungsweise sowie des 
hydrolytischen Abbaus offenbar das Xanthin-cobalamin-Analogon ist. 
Es ist besonders bemerkenswert, daf diese B,.-Art sich z. T. analog dem 
Faktor B und den iibrigen nucleotidfreien B,,-Arten sowie den Faktoren 
B,.Nm und IIINm!’ verhalt. Dies iufert sich z. B. durch das Fehlen der 
Absorptionsbande bei 361 my, durch den leichten Ubergang Hydroxo- 
form =. Dicyanoform, sowie durch die Nichtkristallisierbarkeit. 

Die Ursache dieses Verhaltens der genannten nucleotidhaltigen B,,-Arten ist 
die Unfahigkeit zur Komplexbildung zwischen dem Kobaltatom und dem Imidazol- 
anteil. Bei den Faktoren B,,Nm und IIINm ist das N-3 des Benzimidazolanteils 
durch die Methylgruppe blockiert, beim Xanthin-cobalamin-Analogon ist das N-9 
des Xanthins anscheinend zu wenig basisch, um mit dem Kobaltatom zu koordinieren. 

Durch Einwirkung von konz. Salzsiure bei 20° auf das Xanthin- 
cobalamin-Analogon und Elektrophorese des Hydrolysates bei pu 2,7 
oder 6,5 laBt sich ein Nucleotid gewinnen (Abb. 4), das gemiB seinem UV- 
Absorptionsspektrum dem 7-Methyl-xanthin’® sehr ahnlich ist, 1 Mol. 
Phosphorsaure enthalt und durch Hydrolyse mit verd. Salzsiure bei 100° 
Xanthin ergibt. Das Nucleotid diirfte somit 7-Ribosido-xanthin-(2’)3’- 
phosphat sein. 

Aus Pseudovitamin B,, und Faktor A konnte unter gleichen Bedin- 
gungen kein Nucleotid gewonnen werden. Vielmehr wurden durch Elek- 
trophorese ihrer HCl-Hydrolysate ausschlieBlich die Basen der beiden 
B,,-Analoga, Adenin und 2-Methyl-adenin, nachgewiesen. Das Hydroly- 


15 G.H. Beaven, E.R. Holiday u. E. A. Johnson, in E. Chargaff u. 
J. N. Davidson, The Nucleic Acids, Vol. I, Acad. Press, New York 1955. 

16 L. F. Cavalieri, J. J. Fox, A. Stone u. N. Chang, J. Amer. chem. Soc. 
76, 1119 [1954]. 
17 W. Friedrich u. K. Bernhauer, Chem. Ber. 89, 2030 [1956]. 
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sat aus Pseudovitamin B,, wurde auch mit Hilfe des Kationenaustau- 
schers Amberlite X E-64 gepriift ; es konnte weder das Nucleotid noch das 
Nucleosid!* aufgefunden werden. In diesem Zusammenhang erschien es 
yon Interesse, die Stabilitat des Nucleotides aus Guanin-cobalamin- 
Analogon (1), der Hefeguanylsiiure (2) sowie der Hefeadenylsiure (3) in 
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Abb. 3. UV-Absorptionsspektrum des Xanthin-cobalamin-Analogons in Wasser in 
Gegenwart eines CN®°-Uberschusses. py 3,8 (Maxima bei 269 und 356 my), 
cece pu 9,5 (Maxima bei 277, 295 und 367 my). 


Abb. 4. UV-Absorptionsspektrum des Nucleotides aus dem Xanthin-cobalamin- 
Analogon bei px 5,5 und bei py 11,5 - - - - - ‘ 


konz. Salzsiure bei 20° vergleichend zu priifen. Nach Behandlung wih- 
rend 6 Stdn., Trocknen der Hydrolysate i. Vak. iiber Atznatron und 
Elektrophorese bei px 2,7 und 6,5 konnten etwa 90% (1) und je etwa 70% 
(2) und (3) an unversehrten Nucleotiden zuriickgewonnen werden. Damit 
scheint die glykosidische Bindung der Nucleotide aus Pseudovitamin B,, 
und Faktor A am labilsten zu sein. 
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Die mikrobiologische Aktivitiat des Guanin-cobalamin-Analogons ist 
im allgemeinen etwas niedriger als die von Pseudovitamin B,., Faktor A | 


und 2-Methylmercapto-adenin-cobalamin-Analogon (Tab. 3). 


Tab. 3. Mikrobiologische Aktivitaét der neuen B,,-Analoga im Vergleich mit anderen 
»,Purin-cobalaminen“. Réhrchentest. B,, = 10018, 

















E. coli Lb. leich- | Ochromonas 

B,,-Arten . 113—3 mannii malh. 
Guanin-cobalamin-Analogon. . . . 16* 17* 0,8* 
Xanthin-cobalamin-Analogon . . . 32* 2,4* 
Pseudovitamin B,......... 5018* 4018 gis 
SOTA oF ge a SS, we 5018* 4018 ors 
2-Methylmercapto-adenin-cobalamin- 
JAS [CC a. oo ie i aor 5918 5618 418 


* Fiir die Durchfiihrung der Teste wird Frau Dipl.-Chem. E. Becher gedankt. 


Beschreibung der Versuche 


Gewinnung des Guanin-cobalamin-Analogons aus Faulschlamm: 
Die bei der halbtechnischen Cellulosechromatographie von Konzentraten aus Hefe- 
abwasser-Faulschlamm bzw. Faulwasser zweier verschiedener Klaranlagen an- 
fallende, knapp iiber der Zone des Pseudovitamins B,, liegende Fraktion* wurde 
nach zwei verschiedenen Verfahren weiter verarbeitet. 


Verfahren A**: Die gewonnene Zellstoff-Schicht wurde mit Wasser eluiert, 
das Eluat im Vak. eingeengt und durch eine Saule aus Dowex-2-Formiat (3,5 x 107 cm) 
durchgelassen. Beim Waschen mit Wasser blieb die Hauptmenge der braunen 
Verunreinigungen in den oberen 35 cm der Saule zuriick, wihrend die B,,-Arten 
durchliefen. Die rote Lésung wurde im Vak. eingeengt und elektrophoretisch bei 
pu 7,2 gereinigt. AnschlieBend wurde die neutrale Zone nach der Elution mit Wasser 
und Extraktion mit Phenol der Elektrophorese bei py 2,7 unterworfen. Die neutrale 
Zone ergab nach Elution mit Wasser, Phenolextraktion und weiterer iiblicher 
Verarbeitung 97 mg an reiner Substanz. 


Verfahren B***;: Das waBr. Konzentrat (41) wurde durch eine Saule 
(4,5 x 50 cm) aus Amberlite XE-64-H durchgelassen, wobei die rot gefarbten An- 
teile festgehalten wurden und die Hauptmenge an braunen Verunreinigungen sich 
mit Wasser auswaschen lieB. Nach Neutralisation des Austauschers mit verd. NH,- 
Lésung eluierte man die B,.-Arten mit Wasser und lieB das Eluat (ca. 27) durch 
eine Saule (7,5 10cm) aus DEAE (OH-Form; Fa. Schleicher & Schill) durch- 
laufen. Dabei blieb eine kraftige, aus Verunreinigungen bestehende braune Zone 
im oberen Teile der Saule zuriick. Ein kleiner Anteil des B,,-Gemisches lief rasch 
durch, die Hauptmenge (Guanin-cobalamin-Analogon) blieb deutlich zuriick, lieB 
sich jedoch ziemlich leicht mit Wasser eluieren. Die vereinten Eluate (ca. 3 1) wurden 
mit 0,5 ml 10proz. HCN-Lésung versetzt, im Vak. auf 150 ml eingeengt und durch 


18 §.dazuS. K. Konu. J. Pawelkiewicz, IV. Internat. Kongr. f. Biochemie, 
Wien, 1.—6. Sept. 1958, Symposium Nr. XI, Preprint Nr. 5. 

* Fiir deren Uberlassung wird Herrn Dr. Hw. Dellweg gedankt. 

** Konzentrat aus etwa 5800 m* Faulwasser der von der Hefe- und Sprit- 
fabrik Schneider gespeisten Klaranlage Nuttlar des Ruhrverbandes. 

*** Konzentrat aus 70 m’ Faulschlamm und 270 m® Faulwasser der von der 
Hefefabrik Pleser gespeisten Klaranlage Darmstadt-Eberstadt. 
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eine Séule (5 x 20 cm) aus P-Cellulose langsam durchgelassen. Beim Waschen mit 
Wasser lief die rot gefarbte Hauptmenge rasch durch; einige schwache Zonen 


# basischer B,,-Arten blieben in der Saule zuriick. Bei Verwendung einer Saule aus 
# Alginséure® wurde das gleiche Ergebnis erzielt. Der Durchlauf wurde im Vak. ein- 


geengt, an Kieselgur angetrocknet und in eine mit Aluminiumoxyd beschickte Saule 


(Schichtdicke 2 em) gebracht. Nach Waschen mit Aceton, Elution der B,,.-Art mit 


Methanol, Verdampfen des Lésungsmittels und Zusatz von Aceton-Wasser wurden 
etwa 800 mg kristallisierter reiner Substanz geerntet. 

Abbau des Guanin-cobalamin-Analogons zum Nucleotid: Eine 
Lésung von 50 mg der B,,-Art in 1 ml konz. Salzséure wurde 6 Stdn. bei 20° stehen 
gelassen und dann im Vak. iiber Atznatron getrocknet. Der in einigen Tropfen 


@ Wasser geléste Riickstand wurde durch eine Saule (0,937 cm) aus Amberlite 


XE-64-H durchgelassen. Beim Waschen mit Wasser liefen zunachst 5,6 ml salz- 
siurehaltigen Vorlaufs mit nur wenig Nucleotid durch; die folgenden 12 ml Durch- 
lauf waren frei von Salzsaure und enthielten praktisch das gesamte Nucleotid, das 
nach Einengen der Fraktion auf etwa 0,5 mi auskristallisierte (sehr feine Kérner). 
Nach Waschen mit Wasser betrug die Ausbeute etwa 5 mg. 

Abbau des Guanin-cobalamin-Analogons zum Nucleosid: In ein 
Kleines Glasréhrchen wurden in gleicher Reihenfolge eingefiillt: 37,5 mg Guanin- 
cobalamin-Analogon, 5,0 ml Wasser, 3,0 mi einer 0,333 m Lésung von Ce(NQs)3 
-6 H,O, 2,5 ml 1,0n NaOH und 0,15 ml 10proz. HCN-Lésung. Nach dem Erhitzen 
auf 100° wahrend 45 Min. (unter 6fterem Umriihren) wurde der Inhalt mit 0,4 ml 
2,5 proz. NH,-Lésung versetzt, filtriert und im Vak. auf 1—2 ml eingeengt. Ein mit 
einer kleinen Menge des Konzentrates durchgefiihrter Versuch zeigte, daB zur Ab- 
trennung dieses Nucleosides der sonst verwendete Anionenaustauscher Dowex-2!* 
ungeeignet ist. Das stark adsorbierte Nucleosid konnte nicht (wie sonst iiblich) mit 
Wasser, sondern erst mit verd. Salzsiure eluiert werden, wodurch sehr viel Ver- 
unreinigungen mitliefen. 

Die Hauptmenge des Cer-Hydrolysates wurde durch eine Saule (0,75 x 40 cm) 
aus Amberlite X E-64 chromatographiert. Auch in diesem Falle konnte das Nucleosid 
nicht mit Wasser eluiert werden, vielmehr blieb es im oberen Teil der Saule, knapp 
unterhalb der Zone des Faktors B, adsorbiert. Nach Zerschneiden der Saéule und 
Neutralisieren des Austauschers mit verd. NH,-Lésung wurde das Nucleosid mit 
Wasser eluiert. Nach Einengen der Eluate und Trocknen des Riickstandes wurde 
das Nucleosid als amorphes Pulver erhalten. 

Xanthin-cobalamin-Analogon: 10mg Guanin-cobalamin-Analogon wur- 
den in einem kleinen Jodzahl-Kélbchen in 2,4 ml 5proz. Essigsiure gelést und 
nach Zusatz von 96 mg NaNO, verschlossen unter gelegentlichem Umriihren bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 6 Tagen wurde der Inhalt iiber Atznatron 
getrocknet und der Riickstand der Elektrophorese bei py 6,5 unterworfen. Das 
Xanthin-cobalamin-Analogon (etwa 90% Ausbeute) lief als violett gefirbte Zone 
gegen die Anode und war vom nicht umgesetzten Guanin-cobalamin-Analogon 
(etwa 10%, rot gefarbte, neutrale Zone) gut getrennt. Nach Elution der violetten 
Zone mit Wasser, Phenolextraktion und Einengen der waBr. Lésung im Vak. wurde 
das Xanthin-cobalamin-Analogon als amorphes Pulver erhalten. Sein Abbau zum 
Nucleotid und zur Base erfolgte wie beim Guanin-cobalamin-Analogon beschrieben. 


Zusammenfassung 


Aus Faulschlamm wird eine neue kristallisierte Vitamin-B,,-Art ge- 
wonnen und als Guanin-cobalamin-Analogon erkannt. Sein Abbau mit 
konz. Salzsiure bei 20° ergibt Faktor B und dessen Abbauprodukte, sowie 
ein kristallisiertes Nucleotid, das ais 7-Ribosido-guanin-(2’)3’-phosphat 
charakterisiert wird. Durch Einwirkung von salpetriger Saiure entsteht 
aus dem Guanin-cobalamin-Analogon das Xanthin-cobalamin-Analogon. 
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Summary 


A new cristallised vitamin B,,, obtained from digested sewage sludge 
has been identified as guanine-cobalamine-analogon. The degradation 
with cone. hydrochloric acid at 20° yields factor B, its splitting pro. 
ducts and a cristalline nucleotide, which has been characterised as 
7-ribosido-guanine-(2')3’-phosphate. By the action of nitrous acid the 
guanine-cobalamine-analogon is changed to the xanthine-cobalamine. 
analogon. 


Prof. Dr. K. Bernhauer, Aschaffenburger Zellstoffwerke AG, Biochemisches 
Laboratorium, Stockstadt am Main. 
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Uber die Phosphatasenaktivitat in Pankreas und Serum 
bei Meerschweinchen 


EinfluB des Alloxans und der Unterbindung 
des Ductus pancreaticus* 


Von 
Mladen Vranié, Luka Rabadija und NikSa Allegretti 


Aus dem Physiologischen Institut der medizinischen Fakultat 
der Universitat Zagreb (Agram), Jugoslawien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juli 1959) 


In einer friiheren Mitteilung! konnten wir die Beobachtungen?’, daB 
sich im Laufe des fortgeschrittenen Alloxandiabetes bei Ratten die Akti- 
vitiit der alkalischen Phosphatase im Serum erhéht, bestitigen. Weiterhin 
stellten wir fest, daB die Aktivitaét der sauren Serum- sowie der alkalischen 
Pankreasphosphatase verstirkt wird. Auch fanden wir eine Korrelation 
zwischen Blutzuckerspiegel und Serumphosphatasen. Cantor et al.? ver- 
muteten auf Grund ihrer Versuche, daB8 die Erhéhung der alkalischen 
Serumphosphatase bei alloxandiabetischen Ratten eine Folge des er- 
hdhten Abbaus von Fett und EiweiB sei. 

Nach Pankreatektomie wird ebenfalls eine Erhéhung der alkalischen 
Serumphosphatase*® beschrieben. Es ist aber keine direkte Korrelation 
zwischen Blutzuckerspiegel und diesem Ferment in Serum bewiesen 
worden. Auch die Ligatur des Ductus pancreaticus bei Hunden verur- 
sacht nach Freeman und Ivy® voriibergehende und nach Nothmann® 
bleibende Erhéhung der alkalischen Serumphosphatase. 

Es wird daher die Frage gestellt, ob fiir die genannten Verainderungen 
der Phosphatasenaktivititen die Stoffwechselverinderungen infolge von 
Diabetes oder die allgemein toxische Alloxanwirkung oder aber Atrophie 


* Auszugsweise vorgetragen am 4. 11.1959 auf der Tagung der Jugoslawischen 
Gesellschaft fiir Physiologie in Skopje. 

1M. Vrani¢, N. Allegretti u. L. Rabadija, diese Z. 314, 147 [1959]. 

2 L. Laszt u. H. Vogel, Nature [London] 158, 588 [1946]. 

3 M.M. Cantor, J. Tuba u. P. A. Capsey, Science [New York] 105, 476 
[1947]; M. M. Cantor, P. A. Wightu. J. Tuba, Trans. Roy. Soc. Canada, Sect. V, 
42, 51 [1948]. 

4 L. Binet u. J. Pantrat, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 116, 709 [1934]; 
V. Schelling, Arch. Pathology 20, 162 [1935]. 

5 S. Freeman u. A.C. Ivy, Amer. J. Physiol. 118, 541 [1937]. 

6 M. M. Nothmann, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 57, 15 [1944]. 
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des exokrinen Pankreas verantwortlich sind. Deshalb untersuchten wir 
den Einflu8 von Alloxan auf Serum- und Pankreasphosphatasen be; 
Meerschweinchen, bei denen sich bekanntlich Diabetes nicht mit 
Alloxan erzeugen liBt?**. Dieses verursacht hingegen eine allgemein 
toxische Schidigung, welche fiir Leber und Niere der Meerschweinchen 
bedeutender als bei den meisten anderen Tierarten ist’. Die Unterbindung 
des Ductus pancreaticus konnte Angaben iiber den EinfluB der Atrophie 
des exokrinen Pankreas auf die Phosphatasen der iibriggebliebenen Driise 
(wo die Inseln im allgemeinen erhalten bleiben) und auf Serumphospha. 
tasen bieten. 


Methodik 


Mannliche Meerschweinchen vom Durchschnittsgewicht 400 g wurden in sechs 
Gruppen verteilt und 3—4 Wochen unter gleichen Bedingungen gehalten. 


Die Kontrollgruppe der Meerschweinchen ohne Vorbehandlung wurde als 
Gruppe N, bezeichnet. Die Gruppen N, bzw. Nj, erhielten 3 bzw. 10 Tage vor 
der Tétung nach 24stdg. Fasten 120 mg Alloxantetrahydrat (Merck) pro kg 
K6rpergewicht als 4proz. waBrige Lésung in die Vena jugularis injiziert. 


Meerschweinchen, die 3—4 Wochen nach Ligatur des Ductus pancreaticus 
getétet wurden, sind als Gruppe L, bezeichnet. Die Tiere der Gruppen L, und L,, 
mit unterbundenem Ausfiihrungsgang des Pankreas, erhielten 3 bzw. 10 Tage vor 
der Tétung Alloxan, wie oben angegeben. 


Am gleichen Tage wurden jeweils Meerschweinchen verschiedener Gruppen in 
den Versuch genommen. Um jahreszeitliche Einfliisse auszuschalten, wurden alle 
Beobachtungen in den Monaten September und November durchgefiihrt. Die Meer- 
schweinchen erhielten Standardfutter ad libitum. 


Das Blut wurde wihrend eines leichten Atherrausches aus der Bauchaorta 
der seit etwa 20 Stdn. niichternen Tiere entnommen. Diese wurden dann durch 
Dekapitation getotet. 


Der Blutzucker wurde nach Hagedorn und Jensen!® bestimmt. 


Bereitung der Homogenate: Pankreas wurde frisch herausgenommen und 
entfettet. Bei operierten Tieren sieht der Ductus pancreaticus wie ein grauer Strang 
aus, der die normale Lange des Organs aufweist. Der Strang ist mehr oder weniger 
rigid und weist cystische Verinderungen auf. Um vergleichbare Ergebnisse zu er- 
halten, wurden die Cystenerweiterungen geéffnet und das ganze Pankreas sorgfaltig 
mit Filterpapier getrocknet. Dann wurde das Organ in eine feuchte Kammer gelegt. 
Einige reprasentative Teile (insgesamt 400 mg) wurden kleingeschnitten und mit 
4 cm® dest. Wasser im Potter-Elvehjem-Apparat 3 Min. homogenisiert und durch 
ein Tuch filtriert. Zur Bestimmung der sauren Pankreasphosphatase, wurde das 
10proz. Homogenat auf das 5fache verdiinnt. Fiir jede Messung wurden 0,5 cm 
Homogenat verwendet. 





? D. D. Johnson, Endocrinology 46, 135 [1950]; 47, 393 [1950]. 
8 M.G. Goldner u. G.Gomory, Proc. Amer. Diab. Assoc. 4, 89 [1944]; 
M. G. Goldner, Bull. New York Acad. Med. 21, 44 [1945]; J. Collins- Williams, 
A. E. Renold u. A. Marble, Endocrinology, 46, 1 [1950]; H. Maske u. K. 
Weinges, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 280, 406 [1957]. 
® N. Allegretti, M. Est u. Dj. Uraié, Endocrinology 59, 131 [1956]. 
10 H.C. Hagedorn u. B.N. Jensen, Biochem. Z. 135, 46 [1923]; 187, 92 
[1923]. 
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Die Phosphatasebestimmung wurde nach Huggins und Talalay", wie 
bereits beschrieben!, mit Phenolphthaleinphosphat der Firma Boehringer & Séhne, 
Mannheim, durchgefiihrt. Zur Bestimmung der alkalischen Serum- bzw. Pankreas- 
phosphatase wurde die Probe 2Stdn. inkubiert, sonst geniigte 1 stdg. Inkubation. 
Das Verhiltnis Frischgewicht zu Trockengewicht der Driise (F/T) wird 
nach Cohen?2 so gewonnen, daB man erst auf einer Torsionswaage einen reprasen- 
tativen ‘feil des Gewebes abwiegt, das nachher 2 Stdn. bei 105—110° getrocknet 
wird. Diese Messungen wurden immer im Duplikat durchgefiihrt. 

Die Ligatur des Ausfiihrungsgangs des Pankreas wurde in Ather- 
narkose ausgefihrt. Am Ductus pancreaticus wurden zwei Ligaturen 2—-3 mm 
kranial von seiner Miindung ins Duodenum angelegt. AnschlieBend wurde der Ductus 


gwischen beiden Ligaturen durchschnitten. 

Fiir die histologische Analyse wurden kleine Pankreasstiickchen in Bouin- 
scher Losung fixiert und nach Gomori!* gefarbt. Bei vier operierten Tieren war es 
nicht zur Atrophie des exokrinen Pankreas gekommen. Die Resultate dieser Tiere 
sind nicht in die Tabelle aufgenommen. Die histologischen Befunde werden in einer 
besonderen Publikation ausfiihrlicher beschrieben werden. 

Zur statistischen Auswertung wurden die Ergebnisse jeder Versuchs- 
gruppe mit der Gruppe N, mittels des t-Testes verglichen. 


Ergebnisse 
Kérper- und Pankreasgewicht 


Wie die Tabelle zeigt, sind 3 Tage nach der Alloxaninjektion K6érper- 
und Pankreasgewicht signifikant vermindert, und zwar beides praktisch 
in gleichem AusmaB, so daB das relative Pankreasgewicht unveriindert 
bleibt. Die Herabsetzung des Pankreasgewichts ist teilweise auf Wasser- 
verlust zuriickzufiihren, denn das Verhiltnis F/T ist erniedrigt. 10 Tage 
nach Alloxangabe ist eine Tendenz zur Normalisierung der erwahnten 


GréBen festzustellen. 

Die operierten Tiere (Ly) zeigen im Widerspruch zu ihrem allgemeinen 
Aussehen keine signifikante Abnahme des Kérpergewichtes. Im Abdomen 
bemerkt man eine geringere Menge von Fettgeweben, und gewohnlich tritt 
hochgradiger Ascites auf. Deshalb scheint das Kérpergewicht dieser Tiere 
kein sicheres Kriterium fiir Eutrophie zu sein. Absolutes und relatives 
Pankreasgewicht sind vermindert, und das Verhiltnis F/T weist trotz 
sorgfiltigen Abtrockens des Pankreas in der Vorbehandlung ebenfalls 
auf Wasserretention hin. In diesen Tiergruppen verursacht Alloxan Ab- 
nahme des Kérpergewichtes (L3, Ly), die sich 10 Tage nach Alloxan- 
injektion noch verstarkt. Grundsitzlich sind die Verinderungen des 
Pankreasgewichts dieselben. Bei allen Tieren mit unterbundenem Duc- 
tus pancreaticus ist das relative Pankreasgewicht im Vergleich zur 


Kontrollgruppe gleichmaBig verringert. 


1 C, Huggins u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 159, 399 [1945]; K. Lin- 
hardt u. K. Walter, diese Z. 289, 245 [1952]. 

12 P,P. Cohen in W.W.Umbreit, R.M. Burris u. J. F.S. Stauffer, 
Manometric Techniques, Burgess Publishing Co, Minneapolis 1947, S. 77. 

13 N. Allegrettiu. Z. Dolinar, Acta anat. 81, 497 [1957]. 

14 G. Gomori, Amer. J. Pathology 17, 395 [1941]. 
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Phosphatasenaktivitat 


Sowohl die Atrophie des exokrinen 
Pankreas als auch Alloxan vermindert 
die alkalische Serumphosphatase 
signifikant, und zwar am starksten in 
den Gruppen L, und Ly». Weder Atro. 
phie des exokrinen Pankreas noch 
Alloxan fiihren zu signifikanten Ande. 
rungen in der sauren Serumphos. 
phatase, obwohl eine bedeutende 
VergréBerung der Streuung bemerkbar 
ist. 

Die Aktivitat der Pankreasphos. 
phatasen wurde unter unseren Ver. 
suchsbedingungen praktisch nicht be. 
einfluBt. Nur, in der Gruppe L,,) kam 
es zu einer leichten Verminderung der 
sauren Pankreasphosphatase. In dieser 
Gruppe war es nicht méglich, die Ak. 
tivitit der alkalischen Pankreasphos- 
phatase festzustellen, weil das Homo- 
genat aus uns unbekannten Griinden 
eine besonders starke Triibung auf. 
wies. 

Wahrend wir fir die alkalische 
und saure Serumphosphatase bei 
Ratten ungefihr dieselben Werte ge- 
funden haben!, ist bei Meerschwein- 
chen die Aktivitét der sauren Phospha- 
tase gréBer. Die Aktivitéit der sauren 
Pankreasphosphatase ist bei Meer. 
schweinchen ahnlich wie bei Ratten 
bedeutend hdher als die der alkali- 
schen. 

Der Blutzuckerspiegel betrug 
nach 18stdg. Fasten in der Kontroll- 
gruppe N, 105 + 4(8). 3 Tage nach 
Alloxangabe kam es zu einem signi- 
fikanten Anstieg auf 148 + 16 (11), 
p < 0,025. In allen anderen Versuchs- 
gruppen kamen keine bedeutenderen 
Veriinderungen im _ Blutzuckerspiegel 
vor. Zwischen Blutzuckerspiegel und 
Serumphosphatasen wurde keine Korre- 
lation beobachtet. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Der Blutzuckerspiegel von Kaninchen!®!® und Meerschweinchen® 
mit Atrophie des exokrinen Pankreas ist gegeniiber Alloxan resistent. 
Bei Hunden dagegen, bestitigen einige Autoren diese Resistenz?*, wihrend 
sie andere nicht beweisen konnten!’. Bei Ratten!®1® hat Alloxan un- 
verinderliche diabetogene Aktivitiit. 

Unsere Versuche zeigen, daB die Verinderungen der Phosphatasen 
nach Alloxangaben bei Meerschweinchen anders sind als bei Ratten. Dies 
pricht fiir die Annahme, daB erhéhte Serum- und alkalische Pankreas- 
phosphatasen bei alloxandiabetischen Ratten auf die diabetischen Stoff- 
wechselinderungen und nicht auf eine allgemein toxische Alloxanwirkung 
wriickzufiihren sind. Deshalb beabsichtigen wir, die diagnostische Be- 
deutung der Serumphosphatasen beim Diabetes des Menschen zu stu- 
dieren. 

Die Beobachtung, daB sowohl die Ligatur als auch die Schidigung 
des Organismus durch Alloxan, die alkalische Serumphosphatase des 
Meerschweinchens im Gegensatz zu der von Hunden®® reduzieren, ist 
schwer zu deuten. Es ist bekannt*?°, daB Hungern die alkalische Serum- 
phosphatase vermindert. In unseren Versuchen kam es nach Alloxangabe 
besonders in Gruppe L,,)zu einer Abnahme des K6rpergewichts. Das schein- 
bar unveriinderte Kérpergewicht der Gruppe L, ist vermutlich eine Folge 
von reichlichem Ascites im Abdomen. So kommt es vielleicht auf analoge 
Weise wie bei Tieren, die chronisch hungern, zu einer Herabsetzung der 
alkalischen Serumphosphatase bei allen unseren Versuchstieren. Fiir eine 
solche Auslegung sprechen auch Studien, die sich mit der allgemeinen 
toxischen Alloxanwirkung*! befassen, sowie Beobachtungen, da Nahrung 
nach Ligatur des Ductus pancreaticus”® mangelhaft resorbiert wird. Die 
unverinderte saure Serumphosphatase in Gruppe Ly entspricht dem 
analogen Befund bei Hunden®. 

Bei normalen Meerschweinchen nimmt das Pankreasgewicht 3 Tage 
nach Alloxanzufuhr signifikant ab, und zwar proportional zum Korper- 


15 A.L. Walpole u. J.R.M.Innes, Brit. J. Pharmacol. 1, 174 [1946]; 
M. Capellato u. B. Perissinotto, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 29, 99 [1953]; 
Y. Larsson, Acta paediatrica [Uppsala], Suppl. 45, 106 [1956]. 

16 PD. M. Adams, Med. J. Australia 36, 17 [1949]; K. Gaede, H. Ferner 
wu. H. Kastrup, Klin. Wschr. 28, 388 [1950]. 

17 J. Barre u. J. Hanquinet, Bull. Soc. Chim. biol. 29, 804 [1947]; M. G. 
Goldner u. G. Gomory, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 65, 18 [1947]. 

18 G. T. Hultquist, Acta Endocrinologica 28, 274 [1956]. 

19 N. Ries u. N. Allegretti, Arch. int. Physiol. Biochem. 65, 439 [1957]. 
20 A. Bodansky u. H. L. Jaffe, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 29, 199 [1931]; 
L. Weilu. M. A. Russell, J. biol. Chemistry 136, 9 [1940]; C. H. Li, C. Kalman, 
H. M. Evans u. M. E. Simpson, ebenda 1638, 715 [1946]; J. B. Dalgaard, Acta 
physiol. scand. 18, 310 [1947]; S. H. Jackson, J. biol. Chemistry 198, 553 [1952]. 
21 P. De Moor, Le diabete alloxanique, Masson et Cie Editeurs, Paris 1953. 
22 J.M. Beazell, C.R.Schmidt u. A.C. Ivy, J. Nutrit. 13, 29 [1937]; 
C.R. Schmidt, J. M. Beazell, P. J. Crittenden u. A.C. Ivy, ebenda 14, 513 
[1937]; ref.: Chem. Zbl. 1987, I, 2810 baw. 1988, I, 1150. 
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gewicht. Diese Erscheinung konnte bei alloxandiabetischen Ratten nicht 
statistisch bewiesen werden!. 

Atrophie eines gréBeren Teiles des exokrinen Pankreas hat dessey 
Phosphatasengehalt nicht veraindert ; genauere Kenntnisse kinnten erst 
histochemische Versuche erbringen. 


Fiir wertvolle experimentelle Mitarbeit sind wir Fraulein I. Bekavac und 
Herrn P. GluSevié besonders zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Bei Meerschweinchen setzt Alloxan das Kérpergewicht signifikant 
herab. Alloxan und Unterbindung des Ductus pancreaticus fiihren zu 
signifikanter Verminderung des Pankreasgewichts und der Aktivitit der 
alkalischen Serumphosphatase, wihrend in der Aktivitat der sauren 
Serumphosphatasen und der beiden Pankreasphosphatasen keine be. 
deutenden Veriinderungen beobachtet wurden. 


Summary 


In guinea-pigs there is a significant decrease in body weight due to 
alloxan. Alloxan and ligature of the pancreatic duct bring about a 
significant decrease in the weight of the pancreas and in the activity of 
the alkaline serum phosphatase, whereas no marked changes in pancreatic 
and acid serum phosphatase activities were observed. 


Dr. Mladen Vranié, Zavod za Fiziologiju, Medicinskog fakulteta Sveucilista 
u Zagrebu, Zagreb, Salata 3. 
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Untersuchungen zur Biosynthese der Proteine, IP 


Beitrag zur Kenntnis der Zusammensetzung und Struktur 
der Ribosomen* 


Von 
W. Zillig, W. Krone un] M. Albers 
Aus dem Max-Planck-!nstitut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1959) 


Die Untersuchungen von Zamecnik, Littlefield und Mitarbei- 
tern?? haben erwiesen, daB der Einbau markierter Aminosiuren in Pep- 
tidketten primar in den Ribonucleoproteid-Partikeln (Ribosomen) er- 
folgt, die in manchen, insbesondere zur Synthese exkretorischer Proteine 
befihigten Zellarten (Leber) als Bestandteile des endoplasmatischen Reti- 
culums‘, in anderen, insbesondere sich stark teilenden Zellen (Ehrlich- 
Ascites-Tumorzellen?, Mikroorganismen, Pflanzenzellen®) dagegen frei iso- 
lierbar vorkommen. 

Wir haben in der I. Mitteil.* dieser Serie ein zellfreies System aus 
Escherichia coli beschrieben, in dem markierte Aminosiuren ins Protein 
von Ribosomen eingebaut werden. Wihrend die ersten Schritte des Ge- 
samtprozesses, die Aktivierung der Aminosiiuren und die Bindung der 
Aminoacylreste an lésliche Ribonucleinsiuren, in diesem wie in anderen 
Systemen als weitgehend geklirt angesehen werden kénnen, ist der Me- 
chanismus des dritten Schritts, des Transfers der Aminoacylreste von der 
lislichen Ribonucleinsiure in Peptidketten in den Ribosomen, fiir den wir 
weder Guanosin- noch Adenosintriphosphat noch lésliche Faktoren aus 
dem Uberstand benétigen, noch wenig untersucht. Die Deutung der 
Funktion der hochmolekularen Ribonucleinsiure dieser Partikel als 
Spezifitatstriger fiir die Prigung bestimmter Aminosiuresequenzen ist 
vorerst nicht mehr’ als eine Arbeitshypothese. Fiir die Klirung des 
Transfer-Schrittes schien uns die gleichzeitige Untersuchung von Funk- 
tion und Struktur der Ribosomen wiinschenswert. Uber die mit. bio- 
chemischen Methoden erzielten Befunde wird gesondert berichtet werden. 
In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse mitgeteilt, die zur 


* Es werden folgende Abkirzungen verwendet: Ribosomen = Ribonucleo- 
proteid-Partikel, RNP = Ribonucleoproteid, RNS = Ribonucleinsiure, ADTA = 
Athylendiamin-tetraacetat. 

1 TI. Mitteil.: D. J. McCorquodale u. W. Zillig, diese Z. 315, 86 [1959]. 
2 J. W. Littlefield, E. B. Keller, J.Gross u. P.C. Zamecnik, J. biol. 
Chemistry 217, 111 [1955]. 

3 J. W. Littlefield u. E. B. Keller, J. biol. Chemistry 224, 13 [1957]. 
4G. E. Palade u. P. Siekewitz, J. Biophys. Biochem. Cytol. 2, 171 [1956]. 
5 F. Chao u. H.Schachman, Arch. Biochem. Biophysics 61, 220 [1956]; 
P. Tso, J. Bonner u. J. Vinograd, J. Biophys. Biochem. Cytol. 2, 451 [1956]; 
G. C. Webster, J. biol. Chemistry 229, 535 [1957]. 

6 J. Mitteil.: D. Schachtschnabel u. W. Zillig, diese Z. $14, 262 [1959]. 
g* 
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— Kenntnis von chemischer Zusammep. 
setzung und Struktur der Partikeln aus 


/ 2 
/ . ° ° 
aX E. coli und Leber beitragen’. 


| Ergebnisse 





E Ribosomen wurden in allen bisher 
untersuchten lebenden Zellen gefunden, 
Sie enthalten etwa 50—60 Gew.-% Ribo. 
\ ’ nueleinsiiure*® und etwa 40% anderer 
( Bestandteile, vorwiegend Protein. Die 
No? \ UV-Spektren der Ribosomen aus E. coli 
und der daraus gewonnenen Phenol-RNS 
sind in Abb. 1 dargestellt. Die daraus 
und aus analytischen Daten berechneten 
spektrophotometrischen Konstanten sind 
in Tab. 1 zusammengestellt. 
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20 0~—« 260 ~—S 80 ~—S*SHs Ab. 1. UV-Spektren der Ribosomen (@) und 
Amy) = der Phenol-RNS aus Ribosomen (0). 


Tab. 1. Spektrophotometrische Daten der Ribosomen und der Phenol-RNS aus 
Ribosomen (« = Extinktion/mg/ml). 
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1. Spaltung der Ribosomen aus £. coli durch Athylendiamin- 
tetraacetat 


Unter den von uns gewihlten Bedingungen, bei einer Mg?®-Konzen- 
tration von 4X 10-*m in 0,035 m Phosphatpuffer vom px7,0 kénnen 
durch differentielle Ultrazentrifugation zwei Sorten von Ribosomen, 
RNP III, 8,5 = 48 und RNP II, S,, = 31, isoliert werden (Abb. 2). 
Bei héheren Mg?°-Konzentrationen aggregieren sie reversibel zu den 
Partikeln [V und V mit den Svedberg-Konstanten 70 bzw. 98. Unsere 
Befunde stimmen iiberein mit denjenigen von Tissiéres und Watson’, 
die diese Verhiiltnisse eingehend untersucht haben. Beim Entzug von 
Mg*® durch Dialyse oder Behandlung mit ADTA erfolgt ein Zerfall in 
Proteine bzw. Peptide, hochmolekulare Ribonucleinsiiuren und_niedrig- 
molekulare Produkte (Abb.3). In Tab. 2 sind unter Beriicksichtigung 


7S. auch W. Zillig, W. Krone u. D.Schachtschnabel, Angew. Chem. 
71, 38" [1959]. 
8 A. Tissi¢res u. S. D. Watson, Nature [London] 182, 778 [1958]. 








7 (1959) 


Mmmen. 
eln aus 


bisher 
unden, 
. Ribo. 
nderer 
1. Die 
E. coli 
1-RNS 
daraus 
ineten 
nN sind 


>) und 
). 


VS aus 


mM in- 


1zen- 
nnen 
men, 
». 2), 

den 
1sere 
on’, 
von 
ll in 
lrig- 
‘ung 


hem. 





Bd. 317 (1959) Zur Biosynthese der Proteine, III 133 





Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Sedimentaticnsbild der gereinigten Ribosomen-Fraktion. 1 = RNP II, 
2 = RNP III, vgl. Tab. 2. 
Abb. 3. Sedimentationsbild des durch Einwirkung von 2x 10-14m ADTA aus Ribo- 
somen erhaltenen Spaltprodukts. P = Peptide, 1 = RNSI, 2= RNSII, 3 = 
RNS III; vgl. Tab. 2. 


Tab. 2. Svedberg-Konstanten und Teilchengewichte der Ribosomen und ihrer 




















Spaltprodukte. 
abil in3.5- 10-2 
— Partikel- g — Pts onli: bei Schema- 
initia bezeichnung | “2° nee einer m Mg?®-Kon- bild 
tanned zentration von 
RNP I 27 4x 19-3 
RNP II 31 | 0,9 106 4x 10-3 : 
RNP III 48 1,8 x 106 4x 10-3 Q 
RNP IV 70 2,7 x 10° 10-2 © 
RNP V 98 5,4 x 108 >10-2 AA 
Phenol- RNS I 15 0,5 x 108 4x 10-3 
methode RNS II®* 19 1,0 x 108 4x 10-3 
2x 10-'m RNS I 10 0 
ADTA RNS II 15 0,5 x 108 , 0 
RNS IIT 20 1,0 x 108 0 
,.Peptid- 
fraktion‘‘(P)| <3 < 2x 104 0 
5x 10-8m 
ADTA Z 15 x 16 <10-3 

















* S. Anmerkung auf S, 134. 


der Ergebnisse von Tissiéres und Watson® Svedberg-Konstanten und 
Molekulargewichte der verschiedenen Arten von Ribosomen und ihrer 
hochmolekularen Spaltprodukte zusammengestellt. Das Schemabild in 
der letzten Spalte ist eine grob schematische Darstellung der gegen- 
wirtigen Vorstellung von der Aggregation der 50er und 30er Partikel zu 
den gréBeren Teilchen. 

Beiunvollstindigem Entzug von Mg?® durch ADTA erscheint 
in der Ultrazentrifuge ein einheitlicher, sich schnell verbreitender Gipfel Z 
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(Abb. 4), fiir den aus Sedimentation und Diffusion (Dy) = 16 x 10-*) 
ein Mol.-Gew. von 70000 berechnet werden kann. 
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Abb, 4 Abb. 5 
Abb. 4. Sedimentationsbild des durch Einwirkung von 5 x10-%m ADTA aus 
Ribosomen erhaltenen Spaltprodukts (vgl. Tab. 2). 
Abb. 5. Sedimentationsbild des durch Einwirkung von 2x 10-'m ADTA und 20 y 
Ribonuclease/ml aus Ribosomen erhaltenen Spaltprodukts (P = Peptide). 


Nach vollstindigem Entzug von Mg?® (Abb. 3) beobachtet man 
drei schnellere Gradienten (RNS I bis III), die bei kurzzeitiger Inkubation 
mit wenig Ribonuclease (10 wg/m/) verschwinden (Abb. 5), also Ribo- 
nucleinséuren entsprechen, und einen sehr langsamen, heterogenen, sich 
kaum vom Meniskus ablésenden Gipfel, der im wesentlichen Polypeptiden 
verschiedenen Molekulargewichtes, das wir zu < 17000 schitzen, ent- 
spricht. Die Svedberg-Konstanten von RNS II und III stimmen mit den 
Konstanten der mit der Phenolmethode aus den Ribosomen isolierten 
Ribonucleinsiiuren® RNS I und II gut iiberein*. Demnach scheint bei 
unvollstandigem Entzug von Mg?® ein kleineres Spaltprodukt zu ent- 
stehen als bei vollstindiger Entfernung dieses Kations. 

Die Reaggregation der hochmolekularen Grundkomponenten (P, 
RNS IL u. IIT) der Partikeln zu RNP II bzw. RNP ILI in Gegenwart ihrer 
niedrigmolekularen Bauelemente erscheint nicht aussichtslos, da es ge- 
lungen ist, aus dem Produkt Z durch Ansiiuern auf px 4,0 und Dialyse 
gegen 4x 10-3m Mg?° enthaltenden Phosphatpuffer wenigstens teilweise 
ein Produkt mit der Svedberg-Konstante 28 zu erhalten. 

Die Polypeptidfraktion der Ribosomen wird durch laingere Inku- 
bation mit ADTA bei 37° fast vollstandig gefallt. Das gefallte, nucleo- 
tidfrei gewaschene Material ist in waibrigen Puffern unléslich, in 5m 
Harnstoff und 80proz. Ameisensaure léslich. Es enthalt, Cystein bzw. 
Cystin ausgenommen, siimtliche Aminosiiuren, darunter Lysin und 
Arginin in gr6éBerer Menge. Eine Peptidfraktion mit gleichen Eigen- 
schaften fallt bei der Phenolspaltung der Ribosomen als unldsliches 
Material an. 

Die ADTA-Spaltprodukte der Ribosomen lassen sich elektrophore- 
tisch aui Polyvinylchloridpulver- bzw. Stirkeblocks in 0,05m ADTA- 





* Die Bezifferung der RNS- und RNP-Komponenten wurde gegeniiber 1. c.$ 
aus Griinden der ZweckmaBigkeit veraindert. 
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Puffer vom py 7,0 in eine kathodisch wandernde ,,Peptidfraktion“ und 
zwei schnell anodisch wandernde Ribonucleinsiurefraktionen auftrennen. 
Im Abklatsch zeigt sich, daB nicht nur die Peptidfraktion, sondern auch 
die Nucleinsiiurebanden stark ninhydrinpositiv sind. Die einzelnen Ban- 
den wurden ausgeschnitten und eluiert, die lyophilisierten Eluate auf 
Papier im gleichen Puffer repherographiert. 

a) Die ,,Peptidfraktion® wurde dabei in am Start liegenbleibende 
Polypeptide (K,), eine Reihe katiiodisch wandernder, scharfer, bei 260 mu 
absorbierender Banden (K,—K,) und eine sich mit Ninhydrin langsam 
rotbraun anfiirbende Fraktion (K,) (Abb. 6) zerlegt. Das ninhydrinposi- 
tive Material dieser Fraktion (K,) ist undialysier- 
bar und wandert bei erneuter Elektrophorese auf 
Papier in 0,05m Boratpuffer bei px 9,0 (30 Min., 4, | (&_——> 
6000 Volt) als scharfe Bande kathodisch. 

Elektrophorese der dialysierten Frakt. K, 
oder des daraus durch Pherographie bei pu 9 er- 4 | (———J 
haltenen 260-my-negativen Materials bei pu 1,9 
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Abb. 6 
(ad 139-0AP Schematisches Pherogramm ‘% SS 
CC _J-+Put der ,,Peptidfrakticn’’ aus ° 
TE a a ADTA-gespaltenen Riboso- ns 
men. 0,025 m ADTA, px 7,0, . ae \ 
3 Stdn. bei 4000 Volt. pe 


ae a 


C+} agettbraun ergibt eine Auftrennung in wenigstens fiinf 
sehr schnell kathodisch wandernde Banden, 

Lo unter denen 1.3-Diamino-propan, Put- 
ae rescin und Cadaverin identifiziert wer- 
+ Arg_ His den konnten, auferdem eine groBe Zahl von 
Aminosiiuren einschlieBlich Sarkosin, we- 

nigstens zwei anodisch wandernde ninhy- 
drinpositive Substanzen und eine Reihe von 

= Sap Leu ninhydrinnegativen, nicht identifizierten 
CaS Fou Banden (Abb. 7). Der Komplex all dieser 
Verbindungen wird also durch Dialyse und 
durch Elektrophorese bei pu 9 nicht zer- 
stért, bei px 1,9 jedoch quantitativ in die 
Kinzelkomponenten gespalten. Das Phero- 
gramm eines Totalhydrolysats von K, mit 
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Abb. 7. Schematisches Pherogramm von K,. 








Ss YH ? 
2n Essigsiure/0,6n Ameisensaure, pu 1,9, 1 Stde., 
Ss if 6000 Volt. 1.3-DAP = 1.3-Diamino-propan, Put= 











Putrescin, Cad = Cadaverin. Sare = Sarcosin. 
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6n HCl unterscheidet sich nicht von dem des durch Spaltung bei py 1,9 
erhaltenen Materials. Simtliche Komponenten sind demnach einfache, 
niedrigmolekulare Substanzen, Peptide kommen nicht vor. 

Uber die Identifizierung bzw. Strukturermittlung der unbekannten 
Komponenten von K, und die Art ihrer Bindung im K,-Komplex wird 
gesondert berichtet werden®. 

Die Substanzen K,, K, und K, kénnen auch durch Extraktion 
dialysierter Ribosomen mit Methanol und anschlieBende Hochspannungs. 
elektrophorese des Extrakts auf gewaschenem Papier in 0,05m ADTA.- 
Puffer vom px 7,2 gewonnen werden. 

K, ist papierchromatographisch in fiinf verschiedenen Systemen, 
sowie in der Papierelektrophorese bei px 7,2 und px 9,0 von Uracil nicht 
zu unterscheiden. Die UV-Spektren in saurem und alkalischem Medium 
sowie in Methanol stimmen mit denen des Uracils iiberein. Die Ribosomen 
enthalten also freies Uracil. 

K, wurde in der gleichen Weise mit Hy poxanthin identifiziert. 
Die Identifizierung von K, ist im Gang?®. 

b) Die ninhydrinpositive Reaktion der Nucleinsiurefraktionen 
wird durch die gleichen Substanzen verursacht, die auch in K, enthalten 
sind. Sie werden wie bei K, bei px 1,9 in Essigsiiure/Ameisensiure quan- 
titativ abgespalten und elektrophoretisch nachweisbar. Sie liegen in Bin- 
dung an die RNS wahrscheinlich im gleichen Komplex vor wie in K,. 


2. Saure Extraktion der Ribosomen. Diamine 


Durch Digerieren der Ribosomen mit 2m Essigsiiure/0,6m Ameisen- 
siiure bei px 1,9 werden die hochmolekulare RNS und die Peptidfraktion 
gefallt und die Bestandteile des K,-Komplexes in Lésung gebracht. Durch 
Elektrophorese und Papierchromatographie des sauren Extrakts und 
durch chromatographischen Vergleich seines Umsetzungsproduktes mit 
Dinitrofluorbenzol mit den aus den authentischen Referenzen erhaltenen 
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Abb. 8. Schematisches Pherogramm eines sauren Ex- 
traktes aus JL.-coli- (links) bzw. Leber-Ribosomen 
(rechts). Extraktion mit 2 m Essigsiure/0,6 m Ameisen- 
|? sdure, po 1,9; Elektrophorese 30 Min. bei 6000 Volt in 
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® W. Krone u. W. Zillig, in Vorbereitung. 
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Produkten lieBen sich bei #. colt 3 von 5 Basen als 1.3-Diamino- 
propan, Putrescin und Cadaverin identifizieren (Abb. 8, links). Die 
beiden anderen, die in geringerer Menge vorkommen, sind nicht identisch 
mit Spermin, Spermidin oder Agmatin, und, wie die Art ihrer Anfairbung 
mit Ninhydrin vermuten liBt, vielleicht sekundiire Amine. Im desoxy- 
cholatléslichen Anteil der Leber-Mikrosomen (Abb. 8, rechts) sind Pu- 
trescin und 1.3-Diamino-propan durch Spermidin ersetzt; die iibrigen 
Basen sind identisch mit den aus Coli-Partikeln isolierten. Die quanti- 
tative Analyse der RNP-Partikeln aus FZ. coli ergab folgendes: 


lg RNP enthalt 
515 mg RNS (als Phenol-RNS isoliert und gewogen) 
460 mg Protein (nach Lowry’®) 
16,5 mg Cadaverin 


25 - asisc i . J29 p Te 
es : 25 mg = | basische Aminogruppe/3,2 P-Atome der RNS 
8,5 mg Putrescin \ 5 gruppe/ ‘ 


60,2 mg P gesamt 
51,5 mg P entspr. 10 Gew.-% P in der Phenol-RNS 


Neben diesen Basen enthalten die Partikeln, die aus NH}-freiem 
Puffer isoliert wurden, erhebliche Mengen an Ammonium-lIonen. Die 
nach saurer Extraktion und elektrophoretischer Trennung durchgefiihrte 
quantitative Analyse des Basengehaltes der RNP-Partikeln mit Hilfe 
einer Ninhydrinmethode ergibt, da8 auf jedes dritte Phosphat der ribo- 
somalen RNS eine basische Aminogruppe eines solchen Diamins entfallt. 
Der Gehalt der Partikeln an sonstigen Kationen wie NH?, Mg?° usw. ist 
erheblich, so daB Basen und Kationen fiir die Neutralisation eines groBen 
Teils der sauren Gruppen der RNS ausreichen. 


3. Spaltung mit Harnstoff. Ribosomale Ribonuclease 

Die Ribosomen lassen sich, wie Elson gezeigt hat!!, auch durch 6m 
Harnstoff spalten. Dabei wird eine latente Ribonuclease aktiviert, die 
die hochmolekulare RNS sehr schnell zu Nucleotiden abbaut. Dement- 
sprechend ist in der Ultrazentrifuge nur ein langsamer, sich kaum vom 
Meniskus ablésender, heterogen erscheinender Gradient, der im Wesent- 
lichen Molekulargewichten < 17000 entspricht, zu erkennen. 
Die vollstiindige Spaltung der Ribosomen durch ADTA fiihrt bei 
niedriger Temperatur (bis zu 30°) nicht zur Aktivierung der von Elson" 
beschriebenen Ribonuclease. Erst Erhéhung der Temperatur auf 36° oder 
Zusatz von Harnstoff zam ADTA-Spaltprodukt lésen den Abbau der 
RNS aus. In Abb. 9 ist die Abhingigkeit der Ribonucleaseaktivitat von 
der Harnstoffkonzentration bei SubstratiiberschuB dargestellt. Maximale 


10 OQ. H. Lowry, N.I. Rosebrough, A. L. Faw u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265 [1951]. 
11 DP, Elson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 216 [1958]. 
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Aktivierung erfolgt unter den Versuchsbedingungen erst mit 2m Harn. 
stoff, halbmaximale etwa bei 0,4m Harnstoff. Guanidin, Kreatin, -\rgi. 


nin, also Guanidoverbindungen, jedoch auch Amide, wie Formamid und 
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m Harnstoff = ’ 
Abb. 9 Abb. 10 


Abb. 9. Abhangigkeit des Abbaus von RNP-RNS in ADTA-gespaltenen Ribosomen 
von der Harnstoffkonzentration, Inkubation 20 Min. bei 30°. 


Abb. 10. Auslésung des Abbaus von hochmolekularer RNS in ADTA-gespaltenen 

Ribosomen durch verschiedene Aktivatoren. Hemmung der RNase-Aktivierung 

durch 0,5 m Putrescin (schraffierte Saulen), Relativwerte nach 20 Min. Inkubation 
bei 30°. 


Acetamid, und schlieBlich die basische Aminosiure Lysin wirken in diesen 
Konzentrationen ebenfalls in unterschiedlichem MaB8 aktivierend (s. 
Abb. 10). Glycyl-glycin ist inaktiv. Die Aktivatoren sind also Wasserstoff- 
briickensprenger oder starke Basen. In der gleichen Abbildung ist erkenn- 
bar, daB die fast vollstiindige Aktivierung der Ribosomen-RNase durch 
1,2m Harnstoff bei Zusatz von 0,5m Putrescin fast aufgehoben wird. 
Diese Hemmung der Aktivierung ist kompetitiv, wobei die Diamine in 
sehr geringen Konzentrationen wirksam sind, fiir die Aktivierung jedoch 
im Vergleich dazu groBe Mengen an Aktivatoren notwendig sind. Eine 
Funktion der in den Partikeln aufgefundenen Diamine besteht demnach 
in der Maskierung der ribosomalen Ribonucleaseaktivitait. DaB der An- 
griff von Inhibitor und Aktivator an der Ribonuclease, nicht an der 
RNS erfolgt, ist anzunehmen, weil iiberschiissige Phenol-RNS aus Ribo- 
somen, die durch pankreatische Ribonuclease schnell abgebaut wird und 
keine schiitzenden Diamine enthilt, in Abwesenheit von Aktivator durch 
ADTA-Spaltmaterial von Ribosomen nicht angegriffen wird. 

Die Endprodukte der Einwirkung der ribosomalen Ribonuclease auf 
die Ribosomen-RNS wurden als cyclische Nucleosidphosphate (2'.3' oder 
3'.5') identifiziert (s. Methodik, g). Daneben werden in geringer Menge 
nicht identifizierte, bei 260 my absorbierende Produkte, méglicherweise 
Oligonucleotide, gebildet. 

Die weitere Fraktionierung der ADTA-Spalt produkte der Ribosomen 
dient u. a. der chemischen Charakterisierung und strukturellen Zuordnung 
der ribosomalen Ribonuclease. 
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Diskussion 


Unsere Befunde bestitigen die Ergebnisse anderer Autoren, die in 
den Ribosomen 50—60% RNS nachgewiesen haben. Die Partikeln ent- 
halten etwa 40% Peptide, im wesentlichen Polypeptide, vom Mol.-Gew. 
< 17000. Die Spaltung der Ribosomen in ihre hochmolekularen Kom- 
ponenten scheint bei Wahl der richtigen Reaggregationsbedingungen und 
unter AusschluB eines weiteren Abbaus des Spaltprodukts reversibel zu 
sin. Die Frage nach der kleinsten ,,chemischen Grundeinheit“‘ der RNS 
der Partikeln erfordert weitere Untersuchungen. Es ist nicht ohne weiteres 
verstiindlich, warum bei Spaltung mit unzureichenden ADTA-Mengen ein 
relativ einheitliches Ribonucleoproteid (Z) vom Molekulargewicht 
~ 70000 entsteht, bei vollstaindiger Spaltung dagegen eine Peptidfrak- 
tion und hochmolekulare Ribonucleinsiuren (Mol.-Gew. ~ 500000 und 
1000000). 

Die Polypeptidfraktion der Ribosomen scheint zum groften Teil 
aus einem einheitlichen, nach Freisetzung mit Phenol baw. ADTA in 
waBrigen Puffern unldslichen, cystein- (bzw. cystin-)freien, lysin- und 
argininreichen Strukturpeptid mit einem Molekulargewicht < 17000 zu 
bestehen. Da der Nachweis eigentlicher Proteine héheren Molekular- 
gewichtes nicht gelungen ist, erscheint es méglich, daB in den Partikeln 
lediglich die Synthese von Peptidketten bestimmter spezifischer Amino- 
siuresequenz erfolgt, wihrend die Pragung von Sekundir- und Tertiar- 
struktur der daraus entstehenden Proteine in der Zelle an einem anderen 
Ort stattfindet. Die Darstellung, Spaltung und Fraktionierung von Ribo- 
somen, die nur oder vorwiegend ein bestimmtes Produkt synthetisieren, 
wird zur Klarung dieser Frage beitragen. 

Eine funktionelle )eutung des erheblichen Gehaltes der Partikeln an 
Diaminen ist zur Zeit noch nicht méglich. Da er ausreicht, um ein Drittel 
der sauren Gruppen der RNS zu neutralisieren, muB man annehmen, daB 
sie fiir den strukturellen Zusammenhalt der Ribosomen notwendig sind. 
Im K,-Komplex kommen sie in erheblicher Menge mit Aminosauren zu- 
sammen vor, (etwa 1 Diamin-Molekiil je Aminosiure). Auferdem mas- 
kieren sie die in den Teilchen enthaltene Ribonuclease in reversibler Weise. 
Uber die Rolle dieser Ribonuclease kénnen wir ebenso wie Elson" 
nur Vermutungen anstellen. Die sehr hohe enzymatische Aktivitat des 
ADTA-Spaltprodukts der Ribosomen laiBt es zweifelhaft erscheinen, da8 
es sich hier nur um eines von vielen in den Partikeln synthetisierten Fer- 
mentproteinen handelt. Auch die kompetitive Hemmung der Aktivierung 
des Enzyms durch die in den Partikeln in groBen Mengen strukturgebun- 
den vorkommenden Diamine scheint auf eine spezifische Funktion inner- 
halb der Ribosomen hinzudeuten. Man kénnte sich vorstellen, daB die 
SchlieBung der Peptid-(Amid-)Bindung lokal zu einer Aktivierung des En- 
zyms fiihrt, das wihrend der fortschreitenden Synthese der Peptidkette™ 


12 R, B. Loftfield, IV. Internat. Kongr. f. Biochemie Wien, 1.—6. Sept.1958, 
Symposium No. VIII, Preprint No. 7. 
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ihre successive Ablésung von der Matrize bewerkstelligt. Dabei nu8 
nicht notwendig eine irreversible Zerst6rung der RNS erfolgen. 

Die aus den Partikeln bei pu 1,9 extrahierbaren, niedrigmolekularen 
Komponenten liegen in den Ribosomen zum grofen Teil in Form des als 
K, bezeichneten, méglicherweise an die RNS gebundenen Komplexes vor, 
ds liegt nahe, diesem Komplex, der den einzigen nachgewiesenen innvren 
,, pool‘ von Aminosiiuren in den Partikeln darstellt, eine Funktion in der 
Proteinbiosynthese zuzuordnen. Es kénnte sich z. B. um Vorléufer der 
Peptidketten an der Matrize handeln. Durch Behandeln mit Hydroxyl. 
amin konnten aus K, Aminosiiurehydroxamate gewonnen werden. Die 
Aminosiiuren liegen demnach wenigstens teilweise in carboxyl-aktivierter 
Bindung vor. Weiteren AufschluB wird die Untersuchung der chemischen 
Natur des Komplexes bringen®. 


Herrn Professor Butenandt sind wir fiir stets verstandnisvolle Férderung 
unserer Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. Dem Direktor der Bundesforschungs. 
anstalt fiir Milchwirtschaft in Kiel, Herrn Professor Lemke, danken wir fiir die 
Uberlassung groBer Mengen von Bakterien, Herrn P. Palm fiir wertvolle tech- 
nische Mithilfe. 


Material und Methoden 


a) Darstellung der Ribosomen: Uber die Gewinnung und Fraktionierung 
der Bakterienhomogenate und die Reindarstellung der Ribosomen wurde in der 
ersten Mitteilung berichtet®. Die Darstellung der Leber-RNP-Partikeln erfolgte 
nach der von Littlefield et al.? angegebenen Desoxycholat-Methode. 

b) Ultrazentrifugation: Fiir praparative Zwecke wurde eine Spinco- 
Ultrazentrifuge, Modell L, fiir analytische Laufe eine luftgetriebene Ultrazentrifuge 
der Firma Phywe, Modell 1957, mit Philpot-Svensson-Optik benutzt. 

ce) Elektrophorese: Elektrophoretische Trennungen wurden auf einer ge- 
kiihlten Oberflache in Starke- bzw. Polyvinylchloridpulver-Blocks (Serva, Heidel- 
berg) bei Feldstarken von 10—30 Volt/cm in mehreren Stunden bzw. auf Papier 
Macherey & Nagel, Nr. 2214 (fiir analytische Laufe) oder Nr. 2818 (fiir préparative 
Zwecke) in einer Hochspannungselektrophorese-Apparatur (Eigenbau) bei Feld- 
stirken von 40—200 Volt/em in 30—180 Min. durchgefiihrt. Einzelheiten der Ver- 
suchsbedingungen (Puffer, Feldstarken, Laufzeiten) s. Abbildungslegenden. 

d) Spaltung der Ribosomen mit ADTA: Die Spaltung wurde durch 
Suspendieren des durch Ultrazentrifugation erhaltenen Ribosomensediments in zur 
vollstandigen Entfernung des Mg?® ausreichenden Mengen von 5 x 10-2 — 5 x 10-1 
ADTA bei px 7,0 im Potter-Homogenisator, manchmal auch durch Dialyse gegen 
Mg?®-freie Puffer durchgefiihrt. Das Zwischenprodukt Z trat bei unvollstandiger 
entfernung des Mg*® auf. Ein erheblicher Anteil der Peptidfraktion, der bei der 
Behandlung mit 5x 10-!'m ADTA bei 37° prazipitierte, erwies sich als unléslich 
in waBrigen Puffern, léslich in 5 m Harnstoff und 80 proz. Ameisensiure. Amino- 
siureanalyse ergab, daf8 auBer Cystein (bzw. Cystin) simtliche Aminosauren, in 
besonders groBer Menge Lysin und Arginin, vorkommen. Ein Produkt mit gleichen 
Eigenschaften wurde nach Pienolspaltung der Ribosomen aus dem unléslichen 
Anteil isoliert. 

e) Spaltung mit Harnstoff: Die Spaltung mit Harnstoff wurde durch 
Homogenisieren des Ribosomensedimentes in 6 m Harnstoff erzielt. 

f) Identifizierung von Uracil und Hypoxanthin als Inhaltsstoffe 
von Ribosomen: Ribosomen wurden 93,5 Stdn. gegen Mg*®-haltigen Phosphat- 
puffer, px 6,9, dialysiert. Die Lyophilisate von AuBen- und Innenfliissigkeit wurden 
mit Methanol extrahiert und die Riickstinde der rotationsverdampften Extrakte 
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pherographiert (0,025 m ADTA; pu 7,2). Nur die dialysierten Partikeln enthielten 
K,, Kg und Ky. 

K, und K, wurde durch eine zweite Elektrophorese auf gewaschenem Papier 
(Macherey & Nagel 2214f) im ADTA-Puffer (px 7,2) gereinigt. Die Banden wurden 
mit dest. Methanol eluiert. Aliquote Teile der Eluate wurden zum Spektrophoto- 
metrieren verwendet. Die UV-Spektren in ln KOH, in In HCl und in Methanol 
gichen denen des Uracils (K,) bzw. denen des Hypoxanthins (K;). Zur Identifi- 
lierung wurden folgende chromatographische Systeme verwendet: Fiir Uracil 
|. Isopropylalkohol/konz. HCl/Wasser 170: 41:39; 2. wassergesaétt. Butanol; 
3. wassergesdtt. Amylalkohol; 4. n-Butanol/Ameisenséure/Wasser 77:10:13; 
5. 5proz. Na,HPO,, mit Amylalkohol gesattigt. 

Fiir Hy poxanthin die Systeme 1., 5. und n-Butanol/konz. Ammoniak/Wasser 
§2:5:138. 

Die elektrophoretische Identifizierung von K, mit Uracil wurde im ADTA- 
Puffer, pH 7,2, und in 0,05 m Borax vom py 9,0 vorgenommen. 

g) Ribosomale Ribonucleaseaktivitat: Die Aktivierung der riboso- 
malen Ribonuclease im ADTA-Spaltmaterial der Ribosomen erfolgte durch In- 
kubation bei 37° oder durch Zusatz verschiedener Mengen verschiedener Aktivatoren 
(s. Abb. 10). 

Der Reaktionsverlauf wurde durch spektrophotometrische Bestimmung der 
Freisetzung sdureléslicher Nucleotide aus der hochmolekularen, mit kalter 0.6 m 
Perchlorséure, 5proz. Trichloressigsiure oder 0,05 m HCl ausgefallten ribosomalen 
RNS bei 260 my quantitativ verfolgt. 

Das Reaktionsprodukt wurde nach vollstaindiger Spaltung der RNS in 0,05n 
Acetatpuffer vom py 3,2 hochspannungselektrophoretisch aufgetrennt. Authen- 
tische cyclische Nucleosid-2’,3’-phosphate, die nach Brown, Mergrath und Todd™® 
mit Trichloressigsiureanhydrid dargestellt wurden, waren von den Produkten des 
Abbaus der ribosomalen RNS nicht zu unterscheiden. In 0,05m Boratpuffer 
vom pH 9,0, wo die cyclischen Phosphate infolge ihrer nur halb so groBen Ladung 
etwa halb so schnell wandern wie die nicht cyclischen Mononucleotide, .zeigten 
Reaktionsprodukt und Referenzen ebenfalls die gleiche Beweglichkeit. Neben den 
cyclischen Phosphaten waren im Reaktionsprodukt auch nach vollstindigem Umsatz 
stets einzelne in geringer Menge auftretende Komponenten hochspannungselektro- 
phoretisch nachweisbar, die nicht identifiziert wurden und Oligonucleotide sein 
konnen. 

h) Chemische Analysen: Proteine wurden nach Lowry!® bestimmt. 
Die Ribonucleinsiure wurde durch Phenolextraktion und Athanolfallung 
protein- und salzfrei dargestellt und zur Wagung gebracht!4. Die Nucleinsadure- 
Extinktion wurde bei 260 mu gemessen. Die puringebundene Ribose der RNS 
wurde mit der Orcinmethode!®, der RNS- Phosphor nach AufschluB mit 10n H,SO, 
nach Fiske und Subbarow bestimmt?®. 

Zur quantitativen Bestimmung von Putrescin, Cadaverin und anderen 
Basen wurden diese nach hochspannungselektrophoretiseher Trennung in 0,05n 
Na-Acetatpuffer vom py 3,2 und Sichtbarmachen der Banden durch Bespriihen 
mit wenig verdiinntem Ninhydrinreagenz, mit Wasser eluiert und mit dem Moor- 
schen Ninhydrinreagenz!’ in Butanol erhitzt. Die kolorimetrische Messung erfolgte 
an Hand einer mit bekannten Mengen authent. Substanzen auf die gleiche Weise 
erhaltenen Kichkurve. 


13D. M. Brown, D. J. Mergrath u. A. R. Todd, J. chem. Soc. [London] 
1952, 2708. 

14H. Schuster, G. Schramm u. W. Zillig, Z. Naturforsch. 11b, 339 [1956]. 

15 Z. Dische u. K. Schwarz, Mikrochim. Acta [Wien] 2, 13 [1937]. 

16 C,H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

17 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 
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Die Identifizierung der Basen erfolgte durch Hochspannungselektro. 
phorese in 2n Essigsiure/0,6n Ameisensaure bei px 1,9, in 0,05n Natriumacctat/ 
Essigsaure bei py 3,2, durch Chromatographie in Isopropylalkohol/2n HCl 13:718 
und durch Umsetzung mit Dinitrofluorbenzol nach der iiblichen Methode und 
chromatographischen Vergleich des Reaktionsproduktes mit den aus authent. Sub. 
stanzen erhaltenen dinitrophenylierten Diaminen in Isopropylalkohol/2n HCl 13:7, 


i) Sichtbarmachender Fraktionen beider Hochspannungselektro. 
phorese: Zur Kennzeichnung ninhydrinpositiver Substanzen wurde ein collidin- 
haltiges Ninhydrinreagenz verwandt. Die bei 260 my absorbierenden Banden wurden 
nach dem Photoprintverfahren unter Verwendung einer Lampe der Quarzlampen- 
AG, Hanau, und von Agfa-Copex-Papier sichtbar gemacht. 

Die Anfarbung der Proteine bzw. Peptide erfolgte nach GraBmann mit 
Amidoschwarz 10 B!® oder nach der Chlor-KJ-Starke-Methode von Rydon und 
Smith? 


Zusammenfassung 


Ribonucleoproteid-Partikeln aus Escherichia coli lassen sich durch 
Entzug von Mg?® mit Athylendiamin-tetraacetat (ADTA) iiber cine 
Zwischenstufe in Ribonucleinsiure, eine Polypeptidfraktion vom Mole- 
kulargewicht =< 17000, einen als K, bezeichneten Komplex von Di- 
aminen, Aminosiuren und nichtidentifizierten Bestandteilen und eine 
Reihe von bei 260 my absorbierenden niedrigmolekularen Komponenten, 
darunter Uracil und Hypoxanthin, zerlegen. 

Die elektrophoretisch isolierbare Ribonucleinsiure (RNS) enthilt die 
gleichen Komponenten wie K,, wahrscheinlich in Form des Komplexes 
gebunden. 

Durch Zusatz von Harnstoff, Amiden, Guanidoverbindungen und 
Aminen la8t sich eine im ADTA-Spaltprodukt enthaltene latente Ribo- 
nuclease aktivieren, die die RNS zu cyclischen Nucleosid-phosphaten 
(2’.3' oder 3’.5’) abbaut. Die Aktivierung la8t sich durch Diamine 
(Putrescin, Cadaverin) kompetitiv hemmen. 

Die Diamine, vorwiegend Putrescin und Cadaverin (bei Leberpar- 
tikeln statt Putrescin Spermidin), daneben 1.3-Diamino-propan und meh- 
rere nicht identifizierte Basen sind in den Partikeln in einer Menge ent- 
halten, die zur Neutralisierung eines Drittels der sauren Gruppen der 
RNS ausreicht. 


Summary 


Ribonucleoproteid-particles from Lscherichia coli have been split by 
removal of Mg?® with ethylen diamintetraacetate (EDTA), yielding, via 
an intermediary product, ribonucleic acid, a polypeptide fraction of a 
molecular weight < 17000, a complex (K,) of diamines, aminoacids and 
unidentified components, and a number of low mol.wt. compounds 
absorbing at 260 mu, amongst which uracil and hypoxanthin have been 
identified. 


18 G R. Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
19 W. GraBmann, Naturwissenschaften 38, 200 [1951]. 
20 H. N. Rydon u. P. W. Smith, Nature [London] 168, 922 [1952]. 
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The ribonucleic acid (RNA) which has been isolated by electropho- 
resis contains the same components as K,, probably bound in the form 
of the complex. 

By addition of urea, amides, guanido compounds and amines a latent 
ribonuclease present in the EDTA-degradation product is activated, 
which splits the RNA to give cyclic nucleoside-phosphates (2’,3’ or 3'.5'). 
The activation is inhibited competitively by diamines (putrescine, 
cadaverine). 

The diamines present in the particles, mainly putrescine and cadaver- 
ine (in liver particles spermidine instead of putrescine), in a lower quant- 
ity 1,3-diaminopropane and some bases not yet identified, are in sufficient 
concentration to neutralise at least a third of the acidic groups of the 
RNA. 


Dr. W. Zillig, Max-Planck-Institui fiir Biochemie, Miinchen 15, Goethestrafe 31. 
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Niedrigmolekulare, N-haltige Inhaltstoffe der Lederkoralle, 
Alcyonium digitatum 
Von 
D. Ackermann -und H. G. MenBen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juli 1959) 


Bei der Untersuchung der fliichtigen Basen der Lederkoralle, Alcyo. 
nium digitatum, fanden wir neben Ammoniak als einzige Verbindung 
nur Dimethylamin. Diese fiel in iiberraschend grofer Menge an, aus 
18,2 kg Tieren konnten 16,0 g Dimethylamin als Hydrochlorid isoliert 
werden. Da das Bufotenin 


Ho_7> C—CH,-CH,N(CH,), 


y CH 
WY \NHV 


verhiltnisméBig leicht Dimethylamin abspaltet und bei der von uns 
angewandten Vorbehandlung hatte zerstért werden kénnen, diirfte man 
vielleicht daran denken, daB es in dieser Form vorgelegen hat, ohne 
jedoch dafiir irgendwelche Anzeichen gefunden zu haben. Diese reine 
Uberlegung miiBte jedenfalls Gegenstand einer besonderen spiiteren 
Untersuchung sein. 

In der Purinbasenfraktion erkannten wir Adenin, Hypoxanthin, 
Xanthin und Guanin. Wegen der geringen Menge der Purine konnten 
diese jedoch nur neben Vergleichssubstanzen im Papierchromatogramm 
ermittelt werden. 

Interessant war das Vorkommen erheblicher Mengen Kreatin 
(5,45 g), das frei und als Pikrat isoliert und analysiert wurde. Daneben 
fand sich Kreatinin (0,52 g), das als Goldsalz zur Analyse kam. Die 
seinerzeit geiiuBerte Meinung!, daB bei Vertebraten vor allem Kreatin 
als Phosphagen neben nur geringen Mengen Arginin vorkomme, wiih- 
rend bei Avertebraten das umgekehrte der Fall sei, ist fiir eine ganze 
Reihe von Tieren lingst widerlegt, da man auch bei gewissen Averte- 
braten Kreatin gefunden hat?. Indessen scheint uns wegen der so groRen 
Mengen Kreatin in der Lederkoralle hier besonders deutlich hervor- 
zugehen, dai bei diesen Tieren nur Kreatin als Phosphagen auftritt, um 
so mehr, als wir Arginin in nur geringen Mengen neben Agmatin 


1 D. Ackermann u. F. Kutscher, diese Z. 199, 266 [1931]. 
* M. Guggenheim, Die Biogenen Amine, 4. Aufl., 8S. 336, S. Karger Verlag, 
Basel 1952. 
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papierchromatographisch und papierelektrophoretisch nachweisen konn- 
ten. Guanidin wurde als Pikrat analysiert. Diese Base ist bisher in 
der Tierwelt verhaltnismaiBig selten beobachtet worden’. 

In der selben Fraktion fanden wir noch das Methylguanidin, das 
wir eindeutig im Papierchromatogramm und Pherogramm neben authen- 
tischem Vergleichsmaterial identifizieren konnten. 

Seit langerer Zeit ist bekannt, daB Kreatin und Kreatinin unter 
dem EinfluB8 schwacher Oxydationsmittel Methylguanidin abspalten’. 
Schwermetallsalze (Silbernitrat, Quecksilberchlorid) geniigen schon, um 
diese Veriinderungen herbeizufiihren. Nach Roche und Mitarbeitern® 
entsteht das Methylguanidin sogar aus reinen wifrigen Kreatininlésun- 
gen bei erhdhter Temperatur. Ob das von uns in der Lederkoralle 
beobachtete Methylguanidin vorgebildet vorhanden war oder durch 
Anwendung des Silberbarytverfahrens erst entstand, ist nicht zu ent- 
scheiden. 

Wir konnten ferner Histidin und Histamin nachweisen und 
Cholin und Homarin als Chloroaurat isolieren. Das Homarin zeigt sich 
immer haufiger in der Tierwelt®, sein Isomeres, das Trigonellin, beob- 
achteten wir in der Lederkoralle jedoch nicht. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die gewahrte 
Sachbeihilfe und der Biologischen Station Kristineberg fiir das wertvolle 
Ausgangsmaterial. 


Beschreibung der Versuche 


1. Papierchromatographie 

Unter Verwendung von Papier ,,Schleicher & Schill 2043b mgl‘‘ wurde nur 
absteigend chromatographiert. 
Liésungsmittelgemisch I: Butanol/Eisessig/Wasser 6:1: 2 
Liésungsmittelgemisch II: Butanol/Ameisensiure/Wasser 77:10: 13 
Lésungsmittelgemisch III: n-Propanol/Wasser/Ameisensiure 8:1:1, Papier ge- 

puffert mit 2proz. Na,HPO,-Lésg. 
Spriihreagenz I: Ninhydrinlosung 
Spriihreagenz II: 0,2proz. Kupfersulfatlésung 
0,lproz. alkohol. Diphenylcarbazidlésg.’ 

Spriihreagenz III: Fearons Reagenz nach List® 
Spriihreagenz IV: Paulys Diazoreagenz 
Spriithreagenz V: Modifizierter Dragerdorff nach Munier und Machebeuf?. 


Alle angegebenen #;,-Werte sind Mittel aus mehreren Versuchen. 


2. Die Schmelzpunkte wurden im Kofler-Schmelzpunktmikroskop er- 
mittelt. 


3 E. Miller in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handb. d. physiol.- u. pathol.-chem. 
Analyse, 10. Aufl. Bd. II, S$. 1089, Springer-Verlag, Heidelberg 1953. 

4 1. ¢.2, S. 376. 

5 J. Roche, R. Baret u. Y. Robin, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 148, 
443 [1954]. 

6 D. Ackermann u. P.H. List, diese Z. 318, 30 [1958]. 

7 V. Blazsek, Naturwissenschaften 45, 42 [1958]. 

8 P. H. List, diese Z. 308, 27 [1956]. 

® Vg). H. Jatzkewitz, ciese Z. 292, 94 [1953], u. zwar S. 99. 
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3. Ubersicht des Fallungsganges 


Phosphorwolframsaurefallung 
mit Baryt zerlegt 


Filtrat zum. Sirup eingeengt 





1 


Destillat iiber 
2n HCl aufgefangen 


_~NH,Cl 
1 
Dimethylamin- 
chloroaurat 


Fallung 
(Purinbasen) 


1 
Adenin 
Hypoxanthin 
Xanthin 
Guanin 





Nicht fliichtiger Riickstand, 
mit Methanol aufgenommen 





SC. one 
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K,S0, 
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4. Arbeitsgang 


Der alkoholische und waBrige Extrakt von 18,2 kg Tieren wurde nach dem 
Kinengen durch Bleiacetat gereinigt, iiberschiissiges Blei entfernt und dann bei 
stark schwefelsaurer Reaktion viermal ausgeathert. Hieran schloB sich eine 
Phosphorwolframsaurefallung (500g + 11 5 gew.-proz. Schwefelsiure) an. Nach 
der Zerlegung der Phosphorwolframate mit Baryt wurde die Lésung der freien 
Basen bei Gegenwart von Bariumcarbonat im Vak. stark eingeengt, das Destillat 
iiber 2n HCl aufgefangen. Wir engten diese Hydrochloride bis zur Trockne ein, 
dabei blieb eine gréBere Menge weifBer Kristallmassen zuriick. Um die fliichtigen 
Amine méglichst vom Ammoniumchlorid zu trennen, wurde mehrmals mit absol. 
Athanol aufgenommen. Die alkoholische Lésung bildete beim Einengen einen 
reichlichen kristallinen Niederschlag, der sich aus Chloroform umkristallisieren 
lieB (16,0 g). Papierchromatographisch waren die Kristalle einheitlich (Lésungs- 
nittelgemisch I, Spriithreagenz I, R,-Wert 0,62). Einen Teil dieses Hydrochlorides 
verwandelten wir mit 30proz. Tetrachlorogold(ITI)-siure in das Goldsalz, das aus 
Salzsiure umkristallisiert wurde. Es bildeten sich monokline Tafeln, Schmp. 202°. 
Die Analyse* ergab Dimethylaminchloroaurat, der Mischschmelzpunkt mit 
authent. Material zeigte keine Depression. 


(,H,N-HAuCl, (385,1) Ber. C 6,23 H 2,09 N3,65 Au 51,21 N—CH, 7,81 
Gef. C5,88 H 2,05 N 3,58 Au 50,50; 50,53 N—CH, 3,77 


Ein Teil des Goldsalzes wurde mit Silberpulver in das Hydrochlorid ver- 
wandelt und analysiert. 


C,H,N-HCl (81,5) Ber. C 29,45 H9,89 N17,18 N—CH, 36,87 
Gef. C 29,09 H9,18 N 16,91 N—CH, 16,12; 15,91 


Die Lésung der Chloride war wie zu erwarten optisch inaktiv. Der Schmelz- 
punkt des Hydrochlorids lag bei 171°, der Mischschmelzpunkt zeigte keine De- 
pression. 

Beim Goldsalz und beim Hydrochlorid waren die Werte fiir N—CH, viel 
zu niedrig, was wir aber ebenfalls bei den Salzen des synthet. Dimethylamins fest- 
stellen konnten. Die gleiche Beobachtung machte Prof. Wurzschmidt, Leiter 
des analyt. Laboratoriums der Badischen Anilin & Soda-Fabrik, der uns dies 
mitteilte. 

Der nichtfliichtige Teil der Basen wurde bei schwach schwefelsaurer Reaktion 
mit Methanol vom gréBten Teil des Kaliumsulfates befreit und nach Beseitigung 
der Schwefelsiure als Sirup stehen gelassen. 

Nach langerer Zéit schieden sich 5,45 g Kreatin ab, das nach zweimaligem 
Umkristallisieren rein war (Lésungsmittelgemisch I, Sprithreagenz III, Ry-Wert 
0,37). Beim Trocknen bei 100° im Vak. verlor es sein Kristallwasser und wurde 
glanzlos. Nach Kochen mit Salzséure war die Probe nach Jaffe und Wey] positiv. 


C,H,N,O, (131,1) Ber. C 36,64 H6,92 N 32,06 
Gef. C 36,80 H6,98 N 31,53 


Auch das aus der Base gewonnene Pikrat ergab die erwarteten Analysen- 
werte. 
C,H,N,0,-C,H,N,0, (360,2) Ber. C 33,33 H3,36 N 23,33 

Gef. C 33,47 H3,52 N 22,84 


Aus dem Filtrat des Kreatins wurde mit Silbernitrat bei schwefelsaurer 
Reaktion eine Purinbasenfraktion abgeschieden. Da diese Fraktion nur in ver- 
haltnismaBig geringer Menge vorlag, konnten wir sie nur papierchromatographisch 
auf Purine untersuchen. Durch Vergleichssubstanzen wurden eindeutig nach- 
gewiesen : 


* Analysen von Dr. Ing. A. Schoeller, Kronach, Bamberger Str. 20. 
10* 
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R p-Wert 
Base Spriithreagenz im Lésungsmittelgemisch 
I | II 
Bien ere II 0,49 0,38 
Hypoxanthin ...... II 0,38 0,43 
Roni 2 ce ae II 0,26 0,38 
(erent ee 2 II + IV 0,23 0,21 


Adenin, Hypoxanthin und Guanin gaben auBerdem Lischung im UV-Licht, 
Guanin gab mit sodaalkalischer Diazobenzolsulfonsaure einen rétlich-gelben Fleck. 

Die aus dem Filtrat der Purinbasenfallung hergestellte Silber-Barytfraktion 
gab mit Flaviansiure einen dligen Niederschlag, der bei langerem Stehenlassen 
verharzte. Wir zerlegten dieses Flavianat in die freien Basen und priiften es papier. 
chromatographisch. Dabei konnten wir durch authent. Vergleichsmaterial ein. 
deutig nachweisen: 








| Rp-Wert 
Base Spriithreagenz im Lésungsmittelgemisch 

I III 
Aminin . 2... 554 3 I+-IllI 0,09 0,10 
gman 2... ws 6s I+ II 0,16 0,31 
10 III 0,37 
6 Til 0,47 0,55 
Methylguanidin ..... III 0,51 0,67 
UO 7 IV 0,10 0,07 
Histamin. ....... IV 0,16 











Als weiteres Kriterium trennten wir diese Fraktion papierelektrophoretisch 
(unter Verwendung von Papier ,,Schleicher & Schiill 2317‘). Als Puffer diente ein 
Gemisch Pyridin/Kisessig/Wasser 90: 10:900, px 6,5; die Laufzeit betrug 41% Stdn. 
bei 340 Volt. Die einzelnen Substanzen trennten sich sehr scharf, bespriiht wurde 
mit Fearons Reagenz; ihre Wanderungsstrecken waren: 


Kreatin 1,9 cm (rot) 

Arginin 16,5.cm (rotviolett — farblos) 
Methylguanidin 18,7 cm (rot) 

Guanidin 21,8 cm (orange) . 
Agmatin 25,5 cm (rot — farblos) 


Aus dieser Fraktion erhielten wir mit waBriger Pikrinséure eine Fallung, die 
nach mehrmaligem Umkristallisieren reines Guanidin ergab (Loésungsmittel- 
gemisch I, Spriithreagenz III, R,-Wert 0,47). 

CH;N,°C,H,N,0, (288,1) Ber. C 29,41 H2,80 N 29,22 
xef. C 29,01 H3,01. N 28,53 

Aus dem mit Silber-Baryt nicht fallbaren Anteil, der Lysinfraktion, wurde 
nach Alkoholfallung der freien Basenlésung 0,52 g Kreatinin abgetrennt, das 
als Goldsalz zur Analyse kam. 

C,H,N,0-HAuCl, (453,0) Ber. C 10,59 H1,78 N9,29 Au 43,51 
Gef. C 10,72 H1,99 N9,25 Au 43,27 

Das Goldsalz verwandelten wir mit Silberpulver in das Hydrochlorid, das 
die Weylsche und Jaffesche Probe gab. 

Nun trennten wir das Filtrat der Alkoholfallung des Kreatinins auf in eine 
ammoniakalische und in eine saure Reineckatfraktion. 
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In der ammoniakalischen Reineckatfallung fand sich Cholin, das als Chloro- 


aurat isoliert wurde. 
C;H,,NO-AuCl, (443,1) Ber. C 13,54 H3,18 N3,17 
Gef. C 14,08 H3,15 N 3,63 
Das saure Reineckat lieferte nach einer Vorreinigung als Flavianat ein Pikrat, 
das dem Homarinpikrat entsprach. 


C,H,NO,-C,H;N;0, (366,1) Ber. C 42,61 H2,78 N 15,31 
Gef. (42,72 H2,94 N 15,41 


Bei der papierchromatographischen Untersuchung des zerlegten Pikrates 
stellten wir eindeutig fest, daB es sich um Homarin handelte (Lésungsmittel- 
gemisch I, Spriihreagenz V, Ry-Wert 0,28). Das isomere Trigonellin konnte nicht 
nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung 


In der Lederkoralle, Alcyonium digitatum, konnten erhebliche 
Mengen Kreatin, Dimethylamin, Kreatinin, Guanidin, Cholin und 
Homarin isoliert werden. Daneben wurden die Purinbasen Adenin, 
Hypoxanthin, Xanthin und Guanin papierchromatographisch gefunden. 
Arginin, Agmatin, Methylguanidin, Histidin und Histamin lieBen sich 
papierchromatographisch und papierelektrophoretisch nachweisen. 


Summary 


-Considerable amounts of creatine, dimethylamine, creatinine, 
guanidine, choline and homarine have been isolated from the leather 
coral Alcyonium digitatum. In addition, the purine bases adenine, 
hypoxanthine, xanthine and guanine have been found by paper chro- 
matography. Arginine, agmatine, methylguanidine, histidine and 
histamine have been identified by paper electrophoresis and by paper 
chromatography. 


Prof. Dr. D. Ackermann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 
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Vergleich der Einwirkung von Zink, Per-Sauerstoff 
und Alkylierungsmitteln auf Hefezellen* 


Von 


Giinther Weitzel und Eckhart Buddecke 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1959) 


Fermentsysteme, deren Funktion von der Anwesenheit freier Thiol- 
gruppen abhangt, kénnen durch Zinkverbindungen inaktiviert werden. 
So sind z. B. Muskel-Aldolase und -GAPDH! ebenso wie acetylierende 
Enzyme? in vitro gegeniiber Zn?° hochempfindlich. Diese Befunde fiihren 
zu der Frage, wie die lebende Zelle ihre freien SH-Gruppen vor Zinkionen 
schiitzt, da Zink — nach dem Eisen — das einzige mercaptidbildende 
Schwermetall ist, welches in relativ hoher Konzentration (meist 20 bis 
40 y Zn pro g Frischgewebe) in allen Organen vorkommt*. Zinkhemmun- 
gen entsprechender Fermentsysteme miiiten auch an der lebenden 
Zelle nachweisbar sein, sofern es gelingt, im Zellinnern ausreichende 
Zinkkonzentrationen zu erzielen. 

Im Schrifttum finden sich altere Arbeiten von Kostytschew und 


Mitarbeitern**® iiber den Einflu8 von Zinksalzen auf die Hefegarung. | 


Daraus geht hervor, da Zinksalze ebenso wie Cadmiumsalze die Hefe- 
garung inaktivieren, z. B. rief ZnCl, ,,ceine ungemein starke Hemmung 
der CO,-Produktion‘ hervor, auch die Ausbeute an Athylalkohol sank 
entsprechend ab. Zugleich beobachtete Kostytschew eine anomale 
Anhaufung von Acetaldehyd und fiihrte damit den ersten experimentel- 
len Nachweis der intermediiiren Acetaldehydbildung bei der alkoholischen 
Garung. Als Ursache der gesteigerten Aldehydbildung vermutete er eine 
Zinkhemmung bestimmter Hefefermente, z. B. der ,,Hefereduktase‘‘, 
nachdem er sichergestellt hatte, dafi die Brenztraubensiuredecarboxy- 
lierung durch Zinksalze nicht beeinfluBt wurde*. Die Hefeinaktivierung 
durch Zink und Cadmium erwies sich als spezifisch, andere zweiwertige 
Metalle wie Mg, Ca, Sr, Ba waren wirkungslos®. 


_____* Es werden folgende Abkiirzungen benutzt: ADH = Alkoholdehydrogenase; 
ADTA = Athylendiamin-tetraacetat (Dinatriumsalz, Komplexon III); DPN = 
Diphosphopyridinnucleotid; FDP = Fructosediphosphat; GAPDH = Glycerin- 
aldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Triosephosphatdehydrogenase); Tris = Tris- 
(hydroxymethyl)-aminomethan. 

1 G. Weitzel u. W. Schaeg, diese Z. 316, 250 [1959]. 

2 G. Weitzel, H. Konig, G. Benwitz u. P. Wahl, diese Z. 316, 267 [1959]. 

3 G. Weitzel, Angew. Chem. 68, 566 [1956] (Ubersichtsreferat). 

4 S. Kostytschew u. L. Frey, diese Z. 79, 130 [1912]; 111, 126, 132 [1920]. 
5 §. Kostytschew, Biochem. Z. 64, 237 [1914]. 
6 S. Kostytschew u. G. Medwedew, diese Z. 164, 77 [1926]. 
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In der vorliegenden Arbeit befassen wir uns mit dem Einflu8 von 
Zink auf Atmung und Glykolyse von Hefezellen, wobei wir Zink- 
komplexe verschiedenster Struktur und Stabilitat priiften. Die gefunde- 
nen Effekte verglichen wir in Parallelversuchen mit der Wirkung ande- 
rer Schwermetalle, einiger Alkylierungsmittel sowie verschiede- 
nr Per-Sauerstoff-Verbindungen. Neben dem manometrischen 
Test an Hefezellen und Mazerationssaft fiihrten wir Bestimmungen von 
Fermentaktivititen, DPN/DPNH- und Substratkonzentrationen durch, 
um niheren Aufschlu8 iiber den intrazellularen Wirkungsmechanismus 
der gepriiften Substanzen zu erhalten. 


Methodik und Substanzen 


1. Manometrie 


a) Hefezellen: Von frischer Bierhefe wird in Trispuffer’ (pq 7,0) eine 0,5 proz. 
Suspension hergestellt, die pro ml 60 x 10® Zellen mit einem Trockengewicht von 
etwa 1,5 mg enthalt. Durchfiihrung des manometrischen Testes in KegelgefaBen 
(Doppelbestimmungen) mit etwa 2 mg Hefe (Trockengew.) in 1,65 mi Fliissigkeits- 
volumen. Bei Atmungsmessungen befinden sich 0,15 ml 2n NaOH im Einsatz des 
KegelgefaBes. Priifung der Glykolyse stets unter anaeroben Bedingungen. 

Ansatz pro Warburg-Gefa8: 1,4 ml Hefesuspension, 0,1 ml 40proz. Glucose, 
0,15 ml der zu priifenden Verbindung bzw. Trispuffer. t = 30°; Gasraum: Luft. 
Gaseinleitung: Zur Herstellung anaerober Verhialtnisse wird 10 Min. vor Glucose- 
zusatz mit N,/CO, im Verhaltnis 95:5 unter Schiitteln der KegelgefaBe durchstrémt. 
Nach SchlieBen der Ventile wird die Reaktion durch Zukippen der Glucose gestartet. 
Bei Priifung an garender Hefe wird die zu testende Verbindung 20 bzw. 30 Min. 
nach Reaktionsbeginn zugekippt. 

Bei den Vorinkubations-Versuchen lie8 man die zu testende Verbindung 
zunichst auf die Hefezellen 15 Min. bei Zimmertemperatur einwirken, dann wurde 
der Ansatz durch Zugabe der iibrigen Komponenten komplettiert und nach Ein- 
temperieren und Gaseinleitung durch Zukippen der Glucose gestartet. 

b) Herstellung des Hefemazerationssaftes: Getrocknete Bierhefe wird 
nach Vorzerkleinerung 4 Stdn. in der Schiittelmaschine mit Glasperien gemahlen 
und mit der dreifachen Menge dest. Wasser 3 Stdn. bei 37° extrahiert. Nach hoch- 
tourigem Zentrifugieren (20 Min.) erhalt man einen klaren zelltriimmerfreien Ex- 
trakt, der nach komplettierenden Zusatzen eine kraftige Garung zeigt. 

Ansatz: 0,4 ml Mazerationssaft, 0,1 ml 40 proz. Glucose, 0,2 mi m/3 Fructose- 
diphosphat (Ca-Salz Boehringer), 0,02 mi 15proz. MgCl, (auf die Zugabe von 
KH,PO, wurde zur Vermeidung von Zn-Phosphatbildung verzichtet, zumal auch 
eine wesentliche Aktivitatssteigerung des Saftes hierdurch nicht beobachtet wurde), 
Inhibitorzusatz wie bei Hefe. Endvol.: 1,65 ml; Start der Reaktion nach Gas- 
einleitung (N,/CO,) durch Zugabe von Glucose + FDP. Die unten in Tabellen oder 
Abbildungen gegebenen %-Werte fiir Glykolyse- bzw. Atmungshemmung wurden 
unter Zugrundelegung der Qco,- bzw. Qo,-Werte des Kontroll- bzw. Testansatzes 
berechnet. 

2. Fermentmessungen 

a) Zur Aktivitatsbestimmung der Glykolysefermente wurden 10 ml 
Hefesuspension unter gleichen Versuchsbedingungen wie zur Manometrie (Ansatz: 
10 ml 5proz. Hefesuspension, 9,9 ml Wasser bzw. Inhibitorlésung mit Endkonzen- 
tration 10-3m, 1,2 m/ 40proz. Glucose) in 250-ml-Warburg-GefaBen mit Gasein- 
leitungsventil bei 30° unter anaeroben Bedingungen (N,/CO,) inkubiert. Die an- 

aerobe Glykolyse wurde in jedem Ansatz wie unter la mitbestimmt. Nach 90 Min. 


7 Darst. nach G. Gomori in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in 
Enzymology Bd. I, S. 143 u. 144, Academic Press, New York 1955. 
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wurde die Reaktion durch Zugabe von 30 bis 40 ml eiskaltem bidest. Wasser unter. 
brochen, zentrifugiert, zweimal mit 30 bis 40 m/l Wasser gewaschen, in wenig Wasser 
suspendiert, mit Aceton gefallt, zweimal mit Aceton gewaschen und nach dem 
Zentrifugieren im Exsikkator bei 0° aufbewahrt. Zur Herstellung des Enzym. 
extraktes wurden je 20 mg des Acetontrockenpulvers mit 1 ml bidest. Wasser unter 
Trockeneiskiihlung 30 Sek. im Homogenisator (Firma Braun, Melsungen) extra- 
hiert. Nach hochtourigem Zentrifugieren bei 0° erhailt man einen vdllig klaren 
Uberstand, der abgehoben und im optischen Test gepriift wird. 


Optischer Test 


Alle zum Test benédtigten Fermente, Cofermente und Substrate wurden von 
der Firma Boehringer bezogen und nach Originalvorschriften verwendet; siche 
hierzu vor allem 1, c.°. 

GAPDH: 2,43 ml 0,05m Triithanolaminpuffer, 0,2 ml etwa 10proz. FDP; 
0,1 ml 0,05m DPN (reinst), 0,02 mi Aldolase (Kristallsuspension in Ammonium. 
sulfat), 0,01 mi 0,1m Cystein-hydrochlorid bzw. Histidyl-histidin, 0,10 ml 5,4 proz. 
Na-Arsenat, 0,05 ml Enzymextrakt. 

Aldolase: Ansatz wie bei GAPDH, anstelle von Aldolase 0,02 ml GAPDH 
(Kristallsuspension). 

ADH: 2,87 ml Glykokoll-Pyrophosphat-Semicarbazid-Puffer, 0,05 ml DPN, 
0,03 ml Athanol (96 proz.), 0,05 mi Enzymextrakt. — - 

Berechnung (siehe Boehringer-Information, Jan. 1957 und 1. c.%®): Eine 
Enzymeinheit ist die Enzymenge, die die DPNH-Extinktion bei 366 my in 100 Sek. 
um 0,100  andert (bezogen auf 1 mi in der 10-mm-Kiivette); gemessen wurde die 
Zeit fir die Extinktionsinderung von F 0,050 bis 0,100. 


b) Zur DPN/DPNH- Bestimmung wurde die Konzentration der Hefezellen 
im Testansatz -von 0,5% auf 20% erhdht. Auch die Konzentration des Inhibitors 
wurde 40fach erhéht, so daB das Verhaltnis Hefezellen : Inhibitorkonzentration das 
gleiche wie in den zur Manometrie verwendeten Ansatzen blieb: 10 ml 40proz. 
Hefesuspension, 10 m/ Wasser bzw. 4 x 10-*m Inhibitor, 2 ml 40proz. Glucose- 
lésung. Inkubation des Ansatzes wie zur Manometrie. Anaerobe Bedingungen, 
Gasausgleich (konstanter Druck). 

DPN-Bestimmung nach Holzer und Mitarbeitern!®: 10 ml des Ansatzes 
werden mit 10 m/ 10proz. Trichloressigsiure aufgeschlossen, 5 Min. stehen gelassen, 
mit Phosphatpuffer auf py 7,0 bis 7,5 gebracht, zentrifugiert und zum optischen 
Test verwendet; 1,00 mi Hefezellextrakt, 1,98 m/ m/15 Phosphatpuffer vom px 7,2, 
0,60 ml Semicarbazid-Alkohol-Mischung, Start mit 0,02 ml ADH-Lésung (Kristall- 
suspension 1:10 verdiinnt). Es wird AZ 366 my, 1 Min.,d = 1 cm, bei 25° gemessen. 

Zur DPNH-Bestimmung wurden 10 mi des Ansatzes mit 2 ml n NaOH 
aufgeschlossen, neutralisiert und zentrifugiert. Optischer Test: Wie zur DPN-Be- 
stimmung, anstelle der Semicarbazid-Alkohol-Mischung 0,10 ml Acetaldehydlisung 
(28 ml frisch destillierter Acetaldehyd auf 500 mi Wasser). Messung wie bei DPN. 

Fir die Berechnung wurde der Extinktionskoeffizient DPNH 366 my, 25° 
von 3,3 x 10® cm?/Mol zugrundegelegt. 


y DPN pro g Hefefrischgewicht = AE x 9,06. 
y DPNH pro g Hefefrischgewicht = AE x 3,89. 


3. Intermediaérprodukte der Glykolyse 


Reaktionsansatz und Herstellung des Zellextraktes wie oben bei DPN- 
Bestimmung. Man gab pro Ansatz 2 g Glucose in Substanz zu und inkubierte 30 Min. 


8 G. Beisenherz, H.Boltze, Th. Biicher, R.Czok, K.Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

®* H. J. Hohorst, Biochem. Z. 328, 509 [1956]. 

10 H. Holzer, 8S. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, diese 
Z. 297, 1 [1954]. 
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Optischer Test: 

a) FDP-Bestimmung: 1,56 ml Triathanolaminpuffer, 0,1 m/ Cystein, 0,1 ml 
Arsenat, 0,2 ml DPN, 0,02 ml GAPDH (alle Konzentrationen wie bei der GAPDH- 
Bestimmung), 1,0 m/ Zellextrakt. Start mit 0,02 m/ Aldolase. Die Extinktion wird 
jede Minute abgelesen, die Reaktion ist meist innerhalb der ersten 5 Min. beendet. 
Berechnung: 4#-3,86 = y FDP/g Hefe. 

b) Triosephosphatbestimmung (Glycerinaldehyd- und Dihydroxyaceton- 
phosphat) : 1,85 ml Triathanolaminpuffer, 1,0 mi Zellextrakt, 0,1 m/ 1 proz. DPNH. 
Einstellen auf H = 200, Start mit 0,05 ml Triosephosphat-Isomerase/Glycero- 
phosphat- Dehydrogenase (Kristallsuspension 1:50 verdiinnt). Die Reaktion ist nach 
3—5 Min. beendet. 

Berechnung: AZ-1,93 = y Triosephosphat/g Hefe. 


4. Inhibitoren 

Zinkverbindungen: Die starke pq-Abhangigkeit der Bildungskonstanten 
yon Zinkkomplexen verlangt unter physiol. Gesichtspunkten das Arbeiten bei px 7,0. 
Der anstelle von Carbonat- oder Phosphatpuffer benutzte Tris-Puffer verhindert 
§térungen durch schwerlésliche Zinkcarbonate oder -phosphate. Dem Ansatz fiigte 
man die Zinkverbindungen in war. Lésung (py 7,0) oder in Tris-Puffer zu. Meist 
war es dabei méglich, vom analysenreinen, kristallinen Zinkkomplex auszugehen: 
Darstellung der Zink-histidyl-Derivate nach 1. c.14*!*, der Zink-glycyl-Derivate nach 
.c.13, Das in fester Form nicht bekannte Zink-cysteinat (1:2) wurde in Lésung 
aus Cystein - HCl, ZnCl, und NaOH dargestellt. Zink-ADTA und -pyrophosphat: 
kaufliche Praparate. In fester Form nicht verfiigbare Zink-Komplexe wurden durch 
doppelte Umsetzung unter Einstellen auf pq 7,0 in waBr. Lésung gewonnen. Die 
waBr. Losungen hochwirksamer Zink-Komplexe, z. B. des Zink-histidyl-histidinates 
(1:2), sind bei uns unter sterilen Bedingungen wahrend mehr als 2 Jahren ohne 
Wirkungsverlust haltbar geblieben. ; 

Alkylierungsmittel: Jodacetat und N-Athyl-maleinimid waren kaufliche 
Praparate. 

Persauerstoff-Verbindungen: Uber Darstellung und Eigenschaften von 
Capronpersaéure, saurem tert.-Butyl-malein-peroxyd und weiteren Per-O-Verbin- 
dungen berichten wir im Zusammenhang in einer folgenden Mitteilung. Carbamid- 
peroxohydrat: kaufliches Praparat. 


Ergebnisse 


I. Hemmung der Hefegirung und -atmung 
durch Metallacetate} 


Die Einwirkung verschiedener Metallacetate auf Hefezellen und auf 
Mazerationssaft geht aus Tab. 1 hervor. Bei der gewihlten Endkonzen- 
tration der Metalle von 10-3m im Ansatz ist eine deutliche Wirkungs- 
abstufung zu erkennen. Wiahrend Natriumacetat keinen EinfluB auf At- 
mung und Garung zeigt, inhibieren Kobalt, Blei und Zink — vor Garungs- 
beginn zugesetzt — die Hefezellen in schwachem Mafe; Cadmium, Kup- 
fer und Quecksilber lésen dagegen starke Hemmeffekte aus. Die an 
girender Hefe ausgefiihrten Versuche, in denen der Inhibitor 30 Min. 
nach dem Start zugekippt wurde, zeigten erwartungsgemai schwachere 


11 G, Weitzel, F. Schneider, A. Fretzdorffu. H. Heyke, diese Z. 307, 14 
[1957]. 

12 G. Weitzel, F. Schneider u. A. Fretzdorff, diese Z. 307, 23 [1957]. 
18 G. Weitzel, H.-U. Geyer u. A. Fretzdorff, Chem. Ber. 90, 1153 [1957]. 
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Tab. 1. Hemmung der Hefegarung und -atmung durch Metallacetate. Volle Aktivitat 
(Kontrolle) = 100%, totale Hemmung = 0%. Werte nach 90 Min. Versuchsdauer, 




















Inhibitorzugabe zu: 
: irendem 
Metallacetat ruhender Hefe® gadrender Hefe> aseen 
(Endkonz. 10-*m) Mazerat.-Bafte 
Garung | Atmung | Garung | Atmung Garung 
% % % % % 
Natrium- 100 “100: 100 100 100 
Kobalt (II)- 87 77 — _ — 
Blei (II)- 87 81 98 99 91 
Zink 67 84 100 94 51 
Cadmium- 17 15 62 56 59 
Kupfer (IT)- 15 50 69 88 47 
Quecksilber (IT)- 0 2 30 20 39 














a Ansatz 1,4 ml 0,5proz. Hefesuspension in Trispuffer und 0,15 mi Inhibitor im Hauptraum, 
0,1 mi 40 proz. Glucose im Seitenarm, Endvolumen 1,65 mil. 

b Ansatz wie vorstehend, Endvolumen 1,65 m/, 0,15 mi dés Inhibitors wurden 30 Min. nach 
Versuchsbeginn (Glucosezugabe) durch Zukippen aus dem Seitenarm in den Hauptarm gegeben 

ce Einkippen der Metallacetate 30 Min. nach Start durch Glucosezugabe. 


Hemmeffekte als an ruhender Hefe. Eine Inaktivierung durch Zink und 
Blei war dabei nur noch angedeutet bzw. nicht mehr vorhanden. In den 
KontrollgeféBen benutzte man anstelle der Metallésungen Trispuffer bzw. 
Wasser. 


Die Hemmeffekte von Schwermetallen lassen sich wie an der intakten 
Hefezelle auch am Mazerationssaft nachweisen. Auch hier ist bei Zu- 
gabe des Inhibitors zum giirenden System die Hemmwirkung schwicher 
als bei Zugabe vor Girungsbeginn. Allerdings geht aus Tab. 1 hervor, da 
Zink den girenden Mazerationssaft auffallend stark hemmt und hier im 
gleichen Wirkungsbereich wie Cadmium, Kupfer und Quecksilber liegt. 


II. Beziehungen zwischen chemischer Struktur und Hemm- 
wirkung von Zinkverbindungen 


Zinkzusatz vor Girungsbeginn: Die im vorangehenden Ab- 
schnitt mitgeteilten Hemmeffekte wurden simtlich mit Schwermetall- 
Acetaten erzielt. Auf Grund komplexchemischer Uberlegungen war zu 
erwarten, da der an das Zinkion gebundene Ligand die Inhibitorwirkung 
beeinfluBt. Dementsprechend sind in Tab. 2 21 Zinkverbindungen zu- 
sammengestellt, deren Einwirkung auf Girung und Atmung von Hefe- 
zellen wir bestimmten. Uberblickt man die in Tab. 2 enthaltenen Werte, 
so findet man alle Abstufungen von fehlender Hemmung bis zu vélligem 
Aktivitatsverlust der Hefezellen. Das im vorangehenden Abschnitt be- 
reits erwihnte Zinkacetat gehért hier zur Gruppe der Inhibitoren mitt- 
lerer Starke und wird von einigen Zinkverbindungen weit iibertroffen, 
welche noch in einer Endkonzentration von 10-m Zink im Ansatz eine 
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fast vollige Stillegung der Girung und Atmung hervorrufen. Diese sehr 
ausgepragten Wirkungsunterschiede der einzelnen Zinkverbindungen 
sind nicht auf Hemmeffekte der Liganden selbst zuriickzufiihren, da alle 
liganden in gleicher Konzentration jeweils auch ohne Metall gepriift 
wurden und mit Ausnahme des Phenanthrolins keinen EinfluB auf Ga- 
ring oder Atmung zeigten. Lediglich Phenanthrolin rief auch ohne An- 
wesenheit von Zink eine starke Girungs- und Atmungshemmung hervor, 
so daB sichere Aussagen iiber die Wirkung des Zink-Phenanthrolins nicht 
moglich sind. 

Die starken Wirkungsunterschiede zwischen den einzelnen Zinkverbindungen 
lassen sich auch nicht durch Schwankungen der Heferasse erklaren. Vergleichs- 
yersuche ergaben, da die Inaktivierungseffekte je nach der verwendeten Heferasse 
um 10 bis 20% im Sinne einer Verstaérkung oder Abschwachung variieren kénnen. 
Fir 10-3m Zinkacetat z. B. fanden wir bei drei verschiedenen Backerhefen Akti- 
vititsminderungen auf 90, 75 und 70%. Wir priiften wirksame und unwirksame 
Zinkkomplexe wiederholt vergleichend an verschiedenen Heferassen und fanden 
stets, abgesehen von den angegebenen Schwankungen der Absoluthemmung, die 
gleiche Wirkungsabstufung unter den einzelnen Zinkverbindungen. 

Die aus Tab. 2 ersichtliche, sehr starke Variation der Hemmeffekte 
kann daher nur durch die spezielle chemische Struktur des jewei- 
ligen Zinkkomplexes hervorgerufen sein. Fiir das Verstindnis der 
unterschiedlichen Wirkungen treten jedoch betrichtliche Schwierigkeiten 
auf. Man kénnte vermuten, daB die Komplexstabilitaten der eingesetzten 
Zinkverbindungen fiir die Hemmeffekte eine entscheidende Rolle spielen. 
Daher enthilt Tab. 2 sowohl die overall-Stabilitétskonstanten wie die 
physiologischen Bindungskonstanten. Die letzteren entsprechen dem 
Metallbindungsvermégen bei physiologischem py (7.20) und wurden von 
uns! eingefiihrt, um die bei der Anwendung von overall-Konstanten 
auf lebende Systeme méglichen Fehlschliisse zu vermeiden. Aus Tab. 2 
geht jedoch klar hervor, daB zwischen den gemessenen Inaktivierungen 
der Hefezellen und der Hohe der Stabilititskonstanten keine Beziehungen 
bestehen. Zinkkomplexe hoher Stabilitat wie z. B. Zn-ADTA, Zn-Cy- 
steinat, Zn-Histidinat, Zn-Picolinat und Zn-x.f-Diamino-propionat zei- 
gen keine oder nur geringe Hemmwirkungen, wihrend schwache Kom- 
plexe wie Zn-Gluconat, Zn-Ascorbinat, Zn-Glucuronat und vor allem 
Zn-Acetat den starken Komplexen sehr deutlich iiberlegen sind. Bei den 
am stirksten wirksamen Verbindungen handelt es sich um Histidin- 
derivate, jedoch unter AusschluB des Zn-Histidinates selbst. DaB die 
letztere Verbindung wirkungslos, Zn-Histidyl-histidinat (1:2) aber einer 
der stairksten Inhibitoren ist, gehért zu den auffallendsten Ergebnissen 
unserer Hefeversuche. Es folgt daraus, daB Zinkkomplexe sehr ahnlicher 
chemischer Struktur und fast identischer Stabilitit ginzlich verschie- 
dene Hemmeffekte hervorrufen kénnen. 

Tab. 2 erlaubt die Beantwortung der Frage, ob die Inaktivierung von 
Hefezellen durch Zink vorwiegend die anaerobe Girung oder die 
Atmung betrifft. Fast durchweg gilt, vor allem auch fiir die am stirk- 


4G. Weitzel. J. Engelmann u. A. Fretzdorff, diese Z. 315, 236 [1959]. 
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sen wirksamen Histidinderivate, daB beide Sektoren in etwa gleichem 
Mae inhibiert werden. Dieser Sachverhalt ist bei der Deutung der Zink- 
dfekte zu beriicksichtigen (s. u. Diskussion). 

In der Gruppe der Imidazolverbindungen untersuchten wir aufer 
den in Tab. 2 angefiihrten die Zinkkomplexe des Histidinols, des 2-Mer- 
capto- benzimidazols, des 1-Methyl-2-mercapto-imidazols (Favistan) (je 
5x 10-*m), des Histidin-methylesters und des Histidyl-glycins (je 10-*m), 
welche siimtlich ohne Wirkung auf Atmung und Garung waren. Dagegen 
igte 10-8m Zink-L-carnosin (1:2) eine Verminderung der Atmung auf 
30 und der Garung auf 20% und eine auch bei 2 10-4m noch angedeutete 
Girungshemmung. 
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Abb. 1. Inaktivierung garender (links) und atmender (rechts) Hefe durch Zink- 
verbindungen (Endkonz. stets 5 x 10-%m). 

Inhibitorzugabe ( | ) 30 Min. nach Start durch Glucosezugabe. 1 = Kontrolle, 
2 = Zn-ADTA (1:1), 3 = Zn-Acetat (1:2), 4 = Zn-Histidinat (1:2), 5 = Zn- 
Glycinat (1:2), 6 = Zn-Histidyl-histidinat (1:2). 

Zinkzusatz nach Girungsbeginn: Setzt man Zinkverbindungen 
der bereits giirenden Hefe zu, so findet man dieselbe Abstufung der 
Hemmeffekte wie in Tab. 2. Wir fiigten in Versuchen an girender Hefe 
den Inhibitor 30 Min. nach Versuchsbeginn (Glucosezugabe) hinzu und 
legten fiir die Berechnung der Hemmwerte die 30. bis 90. Min. zugrunde. 
In Abb. 1 ist die Wirkung fiinf verschiedener Zinkverbindungen auf Gi- 
rung und Atmung der Hefe dargestellt. Um die Wirkungsabstufung der 
einzelnen Verbindungen zu verdeutlichen, setzte man die Zinkverbindun- 
gen simtlich in der Endkonzentration 5x 10-°m ein. Man erkennt, daB 
auch beim Einbringen in giirende Hefe die Zinkhemmung schon wenige 
Minuten nach Zugabe des Inhibitors nachweisbar ‘ist und daB auch hier 
starke Inhibitoren wie z. B. Zink-histidy]-histidinat die Zelltatigkeit weit- 
gehend inaktivieren. Dagegen sind, wie oben in Tab. 2, Verbindungen wie 
Zink-ADTA und -histidinat praktisch unwirksam. Die Effekte der ein- 
zelnen Zinkverbindungen gegeniiber Girung und Atmung sind wiederum 
ungefahr gleich stark ausgeprigt mit Ausnahme von Zinkacetat, welches 
hier die Atmung erheblich stirker als die Girung hemmt. 

Parallelversuche am girenden Mazerationssaft: Ahnliche 
Wirkungsunterschiede von Zinkverbindungen wie die vorstehend an 
Ganzzellen beschriebenen hatten wir bei Priifung der gleichen Zink- 
Komplexe an isolierten Glykolysefermenten! oder im Acetylierungstest” 














158 Ginther Weitzel und Eckhart Buddecke, Bd. 317 (1959) 


nicht oder héchstens angedeutet beobachten kénnen. Zur Deutung deg 
abweichenden Verhaltens intakter Hefezellen war daher zu priifen, ob 
etwa die Zellstrukturen fiir die Abstufung der Zinkeffekte verantwor'lich 
sind. Daher fiihrten wir mit denselben Zinkverbindungen Paralleiver. 
suche am giarenden Mazerationssaft durch. 


Tab. 3. Inaktivierung der anaeroben Glykolyse von Hefemazerationssaft durch 
Zinkverbindungen. Volle Aktivitét = 100%, totale Hemmung = 0%. a und b: 
Mazerationssafte aus zwei verschiedenen Heferassen (Einzelheiten s. Methodik), 




















% Aktivitat 
Zink-Verbindung 10-2m Zn 10-3m Zn 

a b a b 

Zn-Histidinat (1:2). ....... 37 37 50 84 

Zn-Histidyl-histidinat (1:2) .... 52 51 74 83 

Zn-Cysteinat (1:2) ........ 28 34 69 88 

Zn-Glycinat (1:2). ........ 31 34 55 70 
PRAGA CID) oo ke 77 78 100 nicht 
gepriift 








In Tab. 3 sind die Hemmeffekte einiger Zink verbindungen gegeniiber 
der anaeroben Glykolyse des giirenden Mazerationssaftes zweier Hefe- 
rassen zusammengestellt. Aus der Tabelle geht hervor, daB, abgesehen 
vom Zink-ADTA, nur noch geringe Wirkungsunterschiede zwischen den 
einzelnen Zinkverbindungen bestehen. Besonders eindrucksvoll erscheint 
das Verhalten des Zink-histidinats, welches an der intakten Hefezelle 
wirkungslos ist (s. Tab. 2), am Mazerationssaft aber den Effekt des an der 
Hefezelle hochwirksamen Histidyl-histidins erreicht, z.T. sogar iiber- 
trifft. Bei der Zinkkonzentration 10-*m liegen die Hemmwerte der Zink- 
verbindungen in Tab. 3 (ausgenommen Zink-ADTA) so nahe beieinander, 
da man im Hinblick auf die Schwankungsbreite der Methodik die Wir- 
kungsunterschiede praktisch als aufgehoben ansehen kann. 

Die Ausnahmestellung des Zink-ADTA, welches auch gegeniiber 
isolierten SH-Fermenten! niemals die Hemmwirkung anderer Zinkver- 
bindungen erreicht, diirfte in der Struktur dieses 1: 1-Komplexes begriin- 
det sein: Neben der hohen Stabilitatskonstante (s. Tab. 2) ist die durch die 
Koordinationszahl 6 bedingte ,, Einhiillung‘‘ des Zinkions durch die beiden 
chelierenden Carboxylgruppen zu beriicksichtigen, welche den Ubergang 
des Zinkions zu anderen Liganden iiber die anzunehmende Zwischenstufe 
eines gemischten Komplexes erschweren. Die sterische Abschirmung des 
Zinkions im 1:1-Komplex des ADTA findet in den iibrigen von uns ge- 
priiften Zinkverbindungen, die fast durchweg 1:2-Komplexe sind, keine 
Parallele. 

Aufhebung der Zinkhemmung durch ADTA: Freies ADTA 
eignet sich besonders gut als Reaktivator zinkgehemmter Ferment- 
systeme ; im Acetylierungstest z. B. hebt es die Zinkhemmung bereits auf, 
wenn es gegeniiber Zink im aquimolaren Verhiltnis eingesetzt wird?. 








(1959) 


1g des 
on, ob 
rtlich 


lelver. 


durch 
ind b: 
10dik), 


rift 


ii ber 
Jefe. 
ehen 
| den 
1eint 
zelle 
1 der 
iber- 
‘ink- 
der, 
W ir- 


iber 
ver- 
riin- 
. die 
den 
ang 
tufe 
des 


Bd. 317 (1959) Einwirkung von Zink usw. auf Hefezellen 159 


Auch am zinkgehemmten System des Mazerationssaftes nach Art der 
Tab. 3 14Bt sich durch nachtragliche Zugabe von iiberschiissigem freiem 
(DTA die Inaktivierung von Atmung und Garung des Hefe-Mazerations- 
saftes fast vollstindig aufheben, wobei es gleichgiiltig ist, welche Zink- 
yverbindung die urspriingliche Hemmung herbeigefiihrt hatte. ADTA 
allein beeinfluBt die Atmung und Giarung von Hefe-Mazerationssaft 
nicht. 

Versucht man dagegen, an intakten Hefezellen eine vorhandene 
Jinkhemmung durch Zugabe von ADTA aufzuheben, so gelingt dies 
nicht. Gibt man z. B. direkt vor Gairungsbeginn Zinkacetat oder stark 
hemr.:ende Zink-Imidazol-Verbindungen zu Hefezellen und fiigt 30 Min. 
nach Garungsbeginn ADTA hinzu, so wird die vorhandene Zinkhemmung 
nicht beeinfluBt. Dieses gegensitzliche Verhalten von Mazerationssaft 
und Hefezellen weist darauf hin, da die intakten Zellstrukturen eine 
Einwirkung des ADTA auf die Zinkhemmung verhindern, vermutlich 
dadurch, daB freies ADTA die Orte der Zinkhemmung in der Zelle nicht 
erreicht. 

Treten stérende Zinkcarbonate auf? In unserer Versuchs- 
anordnung treffen Zinkverbindungen im Trispuffer bei pu 7,0 mit CO, 
zusammen, so daB lésliche oder unlésliche Zinksalze der Kohlensaure ent- 
stehen kénnten. Die fiir Hemmeffekte verfiigbaren Zinkionen kénnten 
dadurch vermindert und Kohlensiure dem manometrischen Nachweis 
entzogen werden. Unter unseren Bedingungen ist Zinkhydrogencarbonat 
léslich, Zinkearbonat unléslich. Zugleich sind aber auch Bildungsmég- 
lichkeiten fiir schwerlésliche basische Zinkcarbonate gegeben, da die Aus- 
fillung des basischen Salzes bereits bei schwach saurem px beginnt und 
im Neutralbereich sich verstirkt!>. Inwieweit die von uns eingesetzten 
starken Zinkkomplexe ihre organischen Liganden gegeniiber Carbonat 
oder Hydrogencarbonat austauschen, ist noch ungeklirt. Dagegen ist 
bekannt, daB die Hydrolyse von Zinkacetat durch Anwesenheit von CO, 
beschleunigt wird!*, 

Um zu kliren, ob Anteile des im Verlauf der Girung entstehenden 
CO, mit den Zinkionen des Ansatzes kohlensaure Salze bilden, fiigten wir 
in Kontrollversuchen dem Ansatz nach Versuchsende 0,2 cm* 5n H,SO, 
zu und bestimmten manometrisch die dadurch entwickelten zusitzlichen 
CO,-Volumina. Diese Kontrollversuche, ausgefiihrt mit Zinkacetat, Zink- 
ADTA, Zinkglycinat, Zinkhistidinat und Zink-histidyl-histidinat (End- 
konzentrationen 10-2m bzw. 10-8m) ergaben auBer dem oben beschriebe- 
nen EinfluB auf die anaerobe Girung (Werte in Tab. 2), daB die nach 
Versuchsende zugegebene Schwefelsiure in allen Fallen, auch im Leer- 
versuch ohne Zinkzusatz, zur Freisetzung geringer CO,-Volumina fiihrte. 
Die im ReaktionsgefaiB retinierte CO,-Menge entsprach jedoch nur etwa 
1% der wihrend des Versuchs entwickelten Gesamtkohlensiure. Dieser 
18 H. Britton, J. chem. Soc. [London] 1926, 125. 

16 J. Guéron, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 195, 150 [1932]. 
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Anteil ist so geringfiigig, daB er innerhalb der MeBgenauigkeit der Metho. 
dik liegt. Es besteht zudem keine Beziehung zur Wirkung der einzelnen 
Inhibitoren, da sowohl bei nichthemmenden Zinkverbindungen (Zn. 
ADTA, Zn-Histidinat) wie bei stark hemmenden (Zn-Histidyl-histidinat) 
nach Versuchsende praktisch die gleichen geringfiigigen CO,-Mengen aus 
dem Ansatz durch H,SO, freigemacht werden. Daraus folgt, daB eine 
Verschiebung der gemessenen Hemmeffekte durch Bildung kohlensaurer 
Zinksalze nicht zu befiirchten ist. 


Ill. Hemmeffekte von Alkylierungsmitteln und Peroxyden 
im Vergleich zur Zinkhemmung 


Die z. T. iiberraschend starken Hemmeffekte einzelner Zinkverbin- 
dungen verglichen wir in Parallelversuchen mit der Wirkung verschiede. 
ner Alkylierungs- und Oxydationsmittel. Als alkylierende Agenzien 
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Abb. 2. Inaktivierung der anaeroben Garung von Hefezellen durch verschiedene 
Inhibitoren. 1 = N-Athyl-maleinimid, 2 = Jodacetat, 3 = Zink-histidylhistidinat, 
4 = Capronpersiure, 5 = Zinkacetat, 6 saures tert.-Butyl-malein-peroxyd, 


tod 


7 = Carbamid-peroxohydrat. Zugabe des Inhibitors direkt vor Garungsbeginn. 


zogen wir U. a. N-Athyl-maleinimid und Jodacetat heran, welche als 
klassische Inhibitoren SH-abhangiger Fermentsysteme bekannt sind. Als 
Oxydationsmittel benutzten wir verschiedene Persauerstoff-Verbin- 
dungen, da in dieser Substanzgruppe in Abhingigkeit von der chemischen 
Struktur starke Wi:kungsunterschiede je nach der Verfiigbarkeit freien 
Persauerstoffs zu erwarten sind. Die hier eingesetzten Peroxyde entspre- 
chen drei verschiedenen Typen: Capronpersiure als sehr labile Verbin- 
dung mit freier Percarboxylgruppe, saures tert.-Butyl-malein-peroxyd 
als relativ stabiler Persiureester und Carbamid-peroxohydrat als H,0,- 
Assoziat. 

Die in Abb. 2 dargestellten Hemmkurven lassen erkennen, daB N- 
Athyl-maleinimid die anaerobe Girung von Hefezellen am starksten 
hemmt. Etwas schwichere Inhibitoreffekte besitzen Jodacetat, Zink- 
histidyl-histidinat und Capronpersiure, welche als zusammengehorende 
Gruppe mit praktisch identischer Hemmwirkung anzusehen sind. Zink- 
acetat inaktiviert dagegen in erheblich schwicherem MaBe und zeigt die 
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bereits oben aus Tab. 2 ersichtliche Wirkungsabstufung im Vergleich zu 
fink-histidyl-histidinat. Die noch geringere Hemmwirkung des sauren 
tert.-Butyl-malein-peroxyds beruht auf der nur langsamen Freigabe des 
aktiven Sauerstoffs aus der Esterbindung, wobei zu beachten ist, daB 
die Esterhydrolyse nicht zur Bildung einer Percarboxylgruppe, sondern 
gur Entstehung von tert.-Butyl-hydroperoxyd fiihrt. Die Maleinsaure- 
struktur als solche ist, wie Kontrollversuche ergaben, nicht an der hier 
beobachteten Hemmwirkung beteiligt. Unter den in Abb. 2 enthaltenen 
Substanzen erweist sich Carbamid-peroxohydrat als schwachster Inhi- 
bitor; die Hemmungskurve von freiem H,O, wiirde den gleichen Ver- 
lauf zeigen. 
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Abb. 3. Wirkung verschiedener Inhibitoren auf garende (links) und atmende (rechts) 

Hefezellen. Inhibitorzugabe ( | ) 30 Min. nach Garungsbeginn, Start durch Glucose- 

mugabe. 1 = Kontrolle, 2 = Carbamid-peroxohydrat, 3 = Jodacetat, 4 = Zn- 

Histidyl-histidinat (1:2), 5 = N-Athyl-maleinimid, 6 = Capronpersaure. Inhibitor- 
konzentration im Ansatz stets 10-*m. 


Die zur Auslésung einer 50proz. Hemmung erforderlichen Inhibitor- 
konzentrationen erstrecken sich in Abb. 2 iiber etwa drei Zehnerpotenzen: 
Von N-Athyl-maleinimid (~10-4m) bis Carbamid-peroxohydrat 
(~10-!m). Wahrend die Hemmeffekte der beiden Alkylierungsmittel 
nur wenig differieren, macht sich bei den Zinksalzen ebenso wie bei den 
Perverbindungen die Struktur des organischen Restes stark im AusmaB 
der Hemmung bemerkbar. Die gecenseitige Wirkungsabstufung der ein- 
zelnen in Abb. 2 enthaltenen Inhibitoren entspricht mit Ausnahme der 
Zinkverbindungen der Reihenfolge, welche wir auch an kristallisierten 
Glykolysefermenten! und im Acetylierungstest? mit den gleichen Inhibi- 
toren fanden. 

Die in Abb. 2 dargestellten Hemmkurven wurden an Hefezellen ge- 
wonnen, denen direkt vor Garungsbeginn der Inhibitor zugesetzt wurde. 
Bei Untersuchung der gleichen Verbindungen an bereits giirenden Hefe- 
zellen (anaerober Glucoseumsatz) erhielten wir ein etwas anderes Bild, 
welches nach Abb. 3 ersichtlich ist. Die gleichen Inhibitoren wurden hier 
30 Min. nach Versuchsbe’ inn simtlich in der Konzentration 10-*m den 
atmenden und girenden Hefezellen zugesetzt. Abb. 3 1iBt erkennen, daB 
N-Athyl-maleinimid (5) und Capronperséure (6) unverindert starke 
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Wirkung zeigen und sowohl Atmung wie Girung wenige Minuten nach 
der Zugabe praktisch vollstaindig stillegen. Zink-histidyl-histidinat (4) 
dagegen weist einen deutlichen Wirkungsverlust auf; sein Inhibitore/fekt 
sinkt im Vergleich zur Abb. 2 auf etwa die Halfte. Besonders auffailend 
ist der Wirkungsverlust des Jodacetats, welches sich bei Zusatz vor Gi. 
rungsbeginn (Abb. 2, Kurve 2) als stark wirksam, bei Zusatz zur garenden 
Hefe (Abb. 3, Kurve 3) jedoch als véllig wirkungslos erweist. Denselben 
Wirkungsunterschied hat friiher schon H olzer 1” bei seinen Untersuchun. 
gen tiber die Jodacetat-Henimung der Hefegirung beobachtet. Saures 
tert.-Butyl-malein-peroxyd und Carbamid-peroxohydrat zeigen erwar. 
tungsgema8 keine sicheren Hemmeffekte. 


IV. Vorinkubation mit Anti-Inhibitoren 


Als gemeinsame Angriffspunkte der von uns benutzten Inhibitoren 
sind in erster Linie die freien Thiolgruppen der Hefezelle anzusehen. Um 
den Wirkungsmechanismus der einzelnen Hemmstoffe sichern und gegen. 
einander abgrenzen zu kénnen, untersuchten wir eine Reihe von Verbin- 
dungen auf ihre Fahigkeit, die Hefezelle vor der Einwirkung dieser Inhi- 
bitoren zu schiitzen. Als ,,Schutzstofte‘‘ benutzten wir solche mit leicht 
oxydierbarem Schwefel wie z. B. Cystein, Cystein-glucose™, Thiazolidin- 
carbonsiure-(4) und «-Liponsiure, weiterhin ADTA als starken Metall- 
bindner sowie Nicotinsiiureamid auf Grund seines oxydierbaren und 
alkylierbaren Pyridin-Stickstoffs. Bei der Substanz ,,Cystein-glucose“ 


Tab. 4. Schutzwirkung vorinkubierter Verbindungen gegeniiber der Atmungs- und 

Garangshemmung von Hefezellen durch Zink-histidyl-histidin, Capronpersaure und 

N-Athyl-maleinimid. Volle Aktivitat (Kontrolle) = 100%, totale Hemmung = 0%. 
Vorinkubation: s. o. unter ,,Methodik‘. 




















Inhibitor (stets 10-°m) 
Schutzstoff aR - 

Zn-Histidyl- N-Athyl- 

(Anti-Inhibitor) histidin | Capronpersiure| = Nianhyl 

stets 2 x 10-m, - ae ae a 
15 Min. vorinkubiert % Aktivitit % Aktivitit % Aktivitat 

Atmung| Garung | 4t™¥n¢| Garung | Atmung| Garang 
COPA ee ens seers) 3) 6s 8 65 46 72 75 67 82 
Cystein-glucose* ........ 81 78 99 2 1 2 
Thiazolidin-carbonséure-(4)** . . . 62 40 81 77 0 3 
m-Liponsiure .......... 64 41 100 97 5 0 
PRUE eee AR ek co ess oe 100 88 3 5 0 2 
Nicotinsiureamid ........ — 20 — 1 — 18 
Kontrollen: 

ohne Schutzstoff, mit Inhibitor . . 54 27 2 1 1 3 
ohne Schutzstoff, ohne Inhibitor . . | 100 100 100 100 100 100 




















* Darstellung nach I. c."*, 
** Darstellung nach S. Ratner u. H. Clarke, J. Amer. chem. Soc. 59, 200 [1937]. 


17 H. Holzer u. E. Holzer, diese Z. 291, 67 [1952]. 
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handelt es sich um das kristalline Kondensationsprodukt aus Cystein und 
Glucose (1:1), welches vermutlich Thiazolidinstruktur besitzt1*. Zuniichst 
stellten wir in Kontrollversuchen fest, da alle diese Verbindungen mit 
Ausnahme des Cysteins Atmung und Girung nicht beeinflussen, wenn sie 
in der Konzentration 2x 10-3m Hefezellen zugesetzt werden. Lediglich 
(ystein bewirkte eine geringe Verminderung der anaeroben Girung, 
welche auf 80% des Leerwertes gesenkt wurde. 

In Tab. 4 sind die gemessenen Schutzeffekte der vorinkubierten 
,Anti-Inhibitoren‘‘ zusammengestellt. Als Reprasentanten unserer drei 
Hemmstoffgruppen benutzten wir Zink-histidyl-histidin, Capronpersiure 
und N-Athyl-maleinimid. Der Anti-Inhibitor wurde jeweils 15 Min. vor 
Girungsbeginn, der Inhibitor direkt vor Garungsbeginn zugesetzt. Es 
ergeben sich, wie Tab. 4 zeigt, charakteristische Wirkungsunterschiede 
der Anti-Inhibitoren, je nach dem Reaktionsmechanismus des zugesetz- 
ten Inhibitors. Cystein zeigt stets Schutzeffekte, welche unter Beriick- 
sichtigung seiner Kigenhemmung fast bis zur vollen Aufhebung des In- 
hibitoreffektes fiihren. Lediglich die Zinkhemmung der anaeroben Gi- 
rung wird durch Cystein nur unvollstindig reaktiviert. Bemerkenswert ist 
das Verhalten der Cystein-glucose: Die gesamte Zinkhemmung sowie 
die oxydative Hemmung der Atmung werden weitgehend verhindert, da- 
gegen iiberhaupt nicht die oxydative Hemmung der anaeroben Giirung 
und die gesamte Alkylierungshemmung. Der gute Schutzeffekt der Cy- 
stein-glucose gegeniiber der Zinkhemmung li Bt sich durch die relativ hohe 
physiologische Bindungskonstante (s.].c.!4) dieser Substanz erkliaren. 
Dagegen ist z. Zt. nicht erklirlich, weshalb Cystein-glucose die anaerobe 
Girung nicht vor Capronpersiure zu schiitzen vermag. Thiazolidin- 
carbonséiure-(4) und «-Liponsaure zeigen starke Schutzeffekte ge- 
geniiber Capronpersiure, schwiichere gegeniiber der Zinkhemmung, wih- 
rend sie eine Anti-Inhibitorwirkung gegeniiber der Alkylierung vollkom- 
men vermissen lassen. Das Verhalten des ADT A entspricht den Erwar- 
tungen: Hervorragender Schutzeffekt gegeniiber der Schwermetall- 
hemmung, jedoch fehlender EinfluB auf die oxydierende und alkylierende 
Inaktivierung. Nicotinsiureamid, hier nur gegeniiber der anaeroben 
Girung geprift, versagt als Anti-Inhibitor praktisch vollstindig: Es 
zeigt — wenn iiberhaupt — héchstens angedeutete Wirkung gegeniiber 
Zinkhemmung und Alkylierung. Dies stimmt mit dem kaum vorhandenen 
EinfluB auf die DPN-Konzentration in der Hefezelle iiberein (s. u. Tab. 7). 

Zusammenfassend ergibt sich damit aus Tab. 4, daB gegeniiber der 
Zinkhemmung ADTA den starksten Schutzeffekt ausiibt, daB aber auch 
Cystein-glucose stark wirksam ist. Gegeniiber der Hemmung durch 
Capronpersiure ergibt sich ein ganz anderes Wirkungsspektrum: Wih- 
rend ADTA vollig wirkungslos ist und Cystein-glucose nur die Atmung 
schiitzt, zeigen die drei anderen schwefelhaltigen Verbindungen sehr gute 
Schutzeffekte. Am schwersten zu beeinflussen ist die Wirkung des N- 
Athyl-maleinimids: Hier erweisen sich mit Ausnahme des Cysteins alle 
Anti-Inhibitoren der Tab. 4 als praktisch wirkungslos. 

11* 
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V. Fermentaktivitaten, DPN/DPNH- und Substrat-Konzen. 
trationen in Hefezellen nach Inhibitoreinwirkung 

Die in den vorangehenden Abschnitten beschriebenen Hemmefieckte 
von Zinkverbindungen lassen erkennen, daf} Zinkkomplexe spezifischer 
Struktur die Glykolyse und Atmung intakter Hefezellen zu hemmen ver. 
mdégen, wobei das Ausma der Hemmwirkung mit den starken Hemm. 
effekten aggressiver Alkylierungsmittel und Peroxyde vergleichbar ist. 
Wiahrend die Inaktivierung isolierter einzelner Glykolysefer. 
mente durch die gleichen Inhibitoren relativ sichere Riickschliisse auf 
die Angriffspunkte der Hemmstoffe erlaubt, kinnen Messungen der At- 
mung und Garung von Ganzzellen nur sehr unvollkommen Aufschlu8 
iiber die Lokalisation der Hemmeffekte geben. Weitergehende Aussagen 
werden dagegen auch fiir die Ganzzelle méglich, wenn man Fermentakti- 
vitiiten, DPN/DPNH-Konzentrationen und Substrate wie z. B. Fructose. 
diphosphat und Triosephosphat bestimmt. Wir priiften daher, ob sich die 
von uns an Hefezellen beobachteten Garungshemmeffekte der verschiede- 
nen Inhibitoren im Verlaufe der Glykolysekette niher lokalisieren lassen. 





Ginther Weitzel und Eckhart Buddecke, Bd. 317 (1959) 


a) Fermentaktivitait in Hefezellen 


Zur Untersuchung einzelner Glykolysefermente wurden die mano- 
metrischen Ansitze nach einstiindiger Inkubation mit dem betreffenden 
Inhibitor aufgearbeitet (s. Methodik) und die Aktivititen der GAPDH, 
Aldolase und ADH gemessen. Tab. 5 zeigt zunichst, daB die an Normal- 
zellen gemessenen Fermentaktivitaiten schwanken, jedoch fiir die einzel- 
nen Enzyme stets in der gleichen GréSenordnung liegen. Als Aktivatoren 
des Testsystems benutzten wir auBer Cystein auch Histidyl-histidin, wel- 
ches hohe Schwermetallaffinitat mit fehlender Erdalkalibindung ver- 
einigt. Histidyl-histidin wurde neben Cystein stets im Parallelversuch 
mitgepriift, um auszuschlieBen, daB eine SH-Reaktivierung gehemmter 
Enzyme durch das Cystein erfolgte. 


Zur Umrechnung der Aktivitits-Einheiten auf g Frischhefe ist mit dem 
Faktor 300 zu multiplizieren, da aus 0,5 g Hefe (Ansatz mit 10 ml 5proz. Hefe- 
Suspension, s. Methodik) 150—160 mg Aceton-Trockenpulver gewonnen werden. 
Vergleicht man die von uns ermittelten Ausgangsaktivitaten (Tab. 5) mit den 
kiirzlich vom Biicherschen Arbeitskreis!® angegebenen Werten, so zeigt sich fiir 
GAPDH und Aldolase bei guter Ubereinstimmung der Absolut-Aktivitaten, da8 


Tab. 5. Fermentaktivitaten normaler Hefezellen nach anaerober Glykolyse. 
(Angaben in Aktivitaéts-E/mg Hefe-Acetontrockenpulver, Mittelwerte aus 13 Be- 
stimmungen, His-his = Histidyl-histidin, Dauer der Glykolyse: 90 Min.) 











Fermente: GAPDH Aldolase | ADH 
Aktivatoren: Cystein | His-his Cystein | His-his | ohne 
Aktivitats-E. : 17,92 19,12 0,89 1,22 0,55 
Standardabweichung: + 2,6 + 3,7 + 0,29 + 0,61 + 0,35 








18 R. Scholz, H. Schmitz, Th. Biicher u. J. Lampen, Biochem. Z. 331, 
71 [1959]. 
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auch dort die Aktivitat der GAPDH diejenige der Aldolase um mehr als das zehn- 
fache iibertrifft. Ob die von uns wesentlich niedriger gefundene ADH-Aktivitat 
auf die verwendete Heferasse oder auf unser Extraktionsverfahren (Homogenisator- 
methode) zuriickzufiihren ist, muB offen bleiben. 

Der EinfluB verschiedener Hemmstoffe auf die Glykolyse von Hefe- 
zellen geht aus Tab. 6 hervor. N-Athyl-maleinimid fihrt zu einer 
praktisch vollstindigen Hemmung der GAPDH, woran auch der nach- 
trigliche Zusatz von Cystein oder Histidyl-histidin nichts andert. Auch 
ADH wird zu etwa 50% inhibiert, wihrend Aldolase in ihrer Aktivitat 
nicht herabgesetzt ist. Capronpersaure iibt eine noch stirkere Hemm- 
wirkung aus als N-Athyl-maleinimid, denn neben volliger Blockierung der 
GAPDH fanden wir auch eine véllige Hemmung der ADH und eine etwa 
50proz. Hemmung der Aldolase. Die in den Versuchen mit N-Athyl- 
maleinimid und Capronpersiure beobachtete praktisch totale Gairungs- 
hemmung 1a8t sich somit durch die gefundenen Fermenthemmungen in 
befriedigender Weise erkliren. Dagegen ist die Deutung der auffallenden 
Wirkung des sauren tert.-Butyl-malein-peroxyds schwierig : Obwohl diese 
Verbindung fiir die Glykolyse einen normalen Wert liefert, erweist sich die 
GAPDH als fast véllig gehemmt, wihrend Aldolase nicht betroffen und 
ADH sogar aktiviert ist. 


Tab. 6. Fermentaktivitaten von GAPDH, Aldolase und ADH in der Hefezelle nach 

Einwirkung verschiedener Hemmstoffe. (Mittelwerte aus je 5 Ansitzen, Methodik 

und Substanzen s.0., His-his = Histidyl-Histidin) Werte: 100 = Aktivitat der 

»Normalzellen‘ (keine Hemmung) des gleichen Ansatzes, 0 = vollstandige 

Hemmung, Werte iiber 100% = Steigerung der Aktivitit gegeniiber Kontrolle. 
Cystein bzw. His-his: Als Aktivatoren zugesetzt (s. Methodik). 














at % Akti- % spezif. Aktivitat von 
Inhibitor vitat der 
(atets 10-°m) —_ lanaeroben GAPDH Aldolase | ADH 
Garung + Cystein| + His-his}-+- Cystein] + His-his| ohne 

Capronpersaure ' 0 1 0 62 50 0 
N-Athyl-maleinimid 6 2 1 117 111 49 
saures tert.-Butyl- 96 5 4 98 88 145 
malein-peroxyd 
Zn-Histidyl- 
histidinat (1:2) 17 132 88 123 91 115 

















Die Wirkung des Zink-histidyl-histidins auf die Glykolysefermente 
der Tab. 6 laBt sich infolge der Versuchsanordnung nicht eindeutig erken- 
nen. Denn die Mercaptidbildung mit Zink erlaubt die Regeneration der 
urspriinglichen SH-Gruppen, wenn zinkbindende Liganden hoher Affini- 
tit erscheinen. Da wir zur Aktivierung des Testsystems Cystein oder 
Histidyl-histidin zusetzen (Tab. 5 und 6), besteht die Méglichkeit einer 
Regeneration der urspriinglich durch Zinkbindung blockierten Fermente. 
Daraus diirfte sich der scheinbare Widerspruch in Tab. 6 erkliren, wo- 
nach Zink-histidyl-histidin die Girung der Hefezellen von 100 auf 17% 
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herabsetzte, ohne daB die nachtriglich untersuchten Glykolysefermente 
gehemmt waren. Die relativ gute Reaktivierbarkeit von GAPDH nach 
Blockierung durch Zinkverbindungen liBt sich auch am isolierten Fer. 
ment der Muskelzelle nachweisen'. Die z. T. nach Zinkeinwirkung beob. 
achteten AktivitaitserhGhungen kénnten darauf beruhen, daB die wih. 
rend der Glykolyse durch Zink besetzten und damit wahrend der Auf. 
arbeitung geschiitzten SH-Fermente durch die im optischen Test zugege. 
benen Aktivatoren besser reaktivierbar sind als die Fermente der Kon. 
trollen, die dem Aufarbeitungsgang ungeschiitzt, d. h. hochaktiv ausge. 
setzt waren. 

Zusammenfassend ergibt sich aus den Untersuchungen der Ferment- 
aktivitaéten, daB GAPDH unter den gepriiften Fermenten stets am stiirk- 
sten gehemmt wird und daB bei einer Hemmung der ADH diese stirker 
betroffen wird als Aldolase. Diese charakteristische Abstufung der Emp. 
findlichkeit von Glykolysefermenten ist auch fiir das hier nicht unter. 
suchte Jodacetat bekannt}®. Stuft man die in Tab. 6 angefiihrten Hemm- 
stoffe nach ihrer Wirkung auf die gepriiften Enzyme ab, so ergibt sich die 
folgende Reihe: Capronpersiure>N-Athyl-maleinimid>saures _ tert. 
Butyl-malein-peroxyd. Die Einordnung des Zink-histidyl-histidins in 
diese Reihe ist aus den oben angefiihrten Griinden nicht méglich. 


b) DPN/DPNH-Bestimmungen 

Da fiir die Aktivitat der GAPDH die Konzentration an DPN limitie- 
rend ist, kann eine Girungshemmung auch ohne direkte Schidigung der 
GAPDH durch Herabsetzung der DPN-Konzentration bedingt sein. 
Tab. 7 zeigt, daB dies fiir Capronpersiiure mit Sicherheit zutrifft, waihrend 
die iibrigen Verbindungen die DPN-Konzentration in geringerem Mabe 
senken. Bei Beurteilung der DPN-Werte in Tab. 7 ist zu beriicksichtigen, 
daB unter Einwirkung stark glykolysehemmender Inhibitoren die Hefe- 
zellen den Charakter ruhender Zellen besitzen, was z. B. aus den fast 
identischen Werten fiir ruhende und unter Einwirkung von Zink-histidyl- 


Tab. 7. DPN/DPNH-Konzentration girender Hefe nach Einwirkung verschiedener 
Inhibitoren. (Mittelwerte aus 20 Ansitzen, Versuchszeit 90 Min.) 





























yar oO Aktivitat y/g Konzentration 
Inhibitor Pena nt Frischgewicht in % 
seanteandlliaass Garung | DPN| DPNH | DPN| DPNH 
Kontrolle (ohne Inhibitor) 100 430 164 100 100 
N-Athyl-maleinimid 11 311 18 72 11 
Capronpersaure 15 199 0 46 0 
saures tert.-Butyl- 
malein-peroxyd 96 372 54 87 33 
Zink-histidyl-histidinat (1:2) 24 337 46 78 28 
Ruhende Hefezellen — 355 53 — — 














19 H. Holzer, E. Holzer u. G. Schultz. Biochem. Z. 326, 385 [1955]. 
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histidin stehende Hefezellen hervorgeht (Tab. 7 unten). Ein Absinken 
der DPN-Konzentration auf das Niveau ruhender Hefezellen mu8B daher 
nicht auf einer Schidigung der DPN-Synthese beruhen. Erst bei Senkung 
der DPN-Werte auf Werte, die erheblich unter denen ruhender Zellen 
liegen, ist eine Stérung des DPN-synthetisierenden Enzymsystems anzu- 
nehmen. Dies trifft in Tab. 7 nur fiir Capronpersiure zu. Oben war gezeigt 
worden (Tab. 4), da8 Vorinkubation mit Nicotinsiureamid praktisch 

nicht vor Glykolysehemmung durch N-Athyl-maleinimid schiitzt. Dies 
stimmt iiberein mit der nur geringfiigigen DPN-Senkung nach Einwir- 
kung von N-Athyl-maleinimid (Tab. 7), welches offenbar unter diesen 
Bedingungen nicht zur Alkylierung des Pyridin-Stickstoffs befihigt ist. 


c) Substratkonzentrationen 

Um das Wirkungsspektrum der einzelnen Inhibitoren genauer zu 
erfassen, fiihrten wir in den zur DPN-Bestimmung dienenden mano- 
metrischen Ansaétzen auch Substratbestimmungen durch. Als Ergainzung 
zu den Aktivitaétsmessungen der Fermente bestimmten wir quantitativ 
die zur Aldolase und GAPDH gehérenden Substrate FDP bzw. Glycerin- 
aldehyd- und Dihydroxy-acetonphosphat (letztere gemeinsam als Triose- 
phosphat). Tab. 8 gibt neben den von uns ermittelten Normalwerten 
ruhender und girender Hefezellen die Substratkonzentrationen nach 
Einwirkung verschiedener Inhibitoren wieder. 


Tab. 8. Substratkonzentrationen (FDP und TP) garender Hefezellen nach Ein- 
wirkung verschiedener Inhibitoren. (TP = Glycerinaldehydphosphat und Di- 
hydroxyacetonphosphat als Triosephosphat ; Manometrie und Aufarbeitung wie zur 
DPN-Bestimmung ; Substrat-°%-Werte, bezogen auf garende Hefe; ohne Inhibitor = 
100%, totales Fehlen des Substrates = = 0%). Mittelwerte aus je 8—10 Bestimmungen. 












































Inhibitor FDP TP 

(stets 10~*m) y/g Hefe % y/g Hefe % 
girende Hefezellen oline Inhibitor 
A'S A ll le Aa te et eae arr! 549 100 152 100 
Capronpersiure ......... 0 0 21 16 
N-Athyl-maleinimid ....... 116 23 65 50 
Zn-Histidyl-histidinat (1:2) ... . 253 50 218 158 
His-peroxohydrat. ........ 583 108 121 98 
Carbamid-peroxohydrat ...... 587 109 120 97 
ruhende Hefezellen (ohne Inhibitor) 10 2 37 24 


Die noch unter die Werte von ruhenden Hefezellen abgesunkene 
Substratkonzentration nach Einwirkung von Capronpersiure zeigt, 
da neben der oben beschriebenen Inaktivierung von Aldolase, GAPDH 
und ADH die Peroxydschadigung noch weitere Angriffspunkte hat, die 
u. a. auch vor der Aldolasereaktion (FDP = 0!) zu suchen sein diirften. 
Die Glykolysefermentkette ist im ganzen so stark geschidigt, daB ein 
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meBbarer Glucoseumsatz — auch auf Teilstrecken der Glykolyse — nicht 
stattfindet. Auch die nach Einwirkung von N-Athyl-maleinimid 
stark erniedrigten Substratkonzentrationen, d.h. der fehlende Anstay 
von FDP oder Triosephosphat, lassen eine zusiitzliche Schidigung von 
Fermenten vermuten, welche der Aldolase vorgeschaltet sind. 

Sehr charakteristisch fiir die Beurteilung der Zinkwirkung isi der 
Triosephosphat-Anstau nach Einwirkung von Zink-histidy]-histidinat, 
welches mit 158%, TP die Kontrolle (100°) weit iibersteigt und damit 
auch den héchsten Absolutwert fiir Triosephosphat in Tab. 8 erreicht. 
Daraus ist auf eine elektive Hemmung der GAPDH wihrend der ein. 
stiindigen Inkubation zu schlieBen. Dieser Befund erklart auch den oben 
erwaihnten scheinbaren Widerspruch (Tab. 6), wonach trotz vélliger Zink. 
hemmung der Glykolyse im manometrischen Versuch die GAPDH sich bei 
der nachfolgenden Aufarbeitung und Aktivitatspriifung als voll aktiv 
erwies. Der Anstau des Triosephosphats bestiatigt die oben geduRerte Ver. 
mutung, daB Zink-histidyl-histidin die Glykolyse der intakten Hefe. 
zelle durch Fermenthemmung stillegt, die GAPDH jedoch unter den Be. 
dingungen des folgenden optischen Testes durch Zinkentzug voll reakti- 
viert wird. Bezeichnenderweise reaktivierte im optischen Test das hoher 
zinkaffine Cystein starker als Histidyl-histidin (s. Tab. 6). 

Die in Tab. 8 enthaltenen H,O,-Assoziate Histidin-peroxohydrat 
und Carbamid-peroxohydrat zeigen, daB Verbindungen, die in der hier 
gepriiften Konzentration Glykolyse und Fermentaktivitat der Hefezellen 
nicht beeinflussen (in Tab. 6 nicht mit angefiihrt), auch die Substrat- 
konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle nicht verandern. 

Bemerkenswert ist das Verhalten der Aldolase: Seit langem ist be- 
kannt?°, daB Hefe-Aldolase als Schwermetallkomplex wirkt und z. B. 
durch Zink aktiviert wird, waihrend Muskel-Aldolase keine Schwer- 
metalle zur Wirkung benétigt. Wir selbst! fanden, da Muskel-Aldolase 
sogar durch Zinkionen inaktiviert wird und etwa die gleiche hohe Zink- 
empfindlichkeit besitzt wie Muskel-GAPDH. Die in Tab. 8 gegebenen 
Werte fiir den FDP-Gehalt von Hefezellen nach Einwirkung von Zink- 
histidyl-histidinat zeigen daher erwartungsgemi, daB ein Anstau von 
FDP nicht erfolgt, d. h. daB Hefe-Aldolase keine Zinkhemmung erleidet. 
Die oben gegebenen (Tab. 6) Werte fiir die Aktivitat der Aldolase lassen 
sogar eine Aktivierung des Fermentes durch die Zinkzufuhr vermuten. 
Dagegen besteht (Tab. 8) kein analoger Unterschied zwischen GAPDH 
aus Hefe und Muskel hinsichtlich der Zinkempfindlichkeit. 


Diskussion der Ergebnisse 
Zinkhemmungen 


Die vorstehend mitgeteilten Zink-Hemmungen der Garung und At- 
mung von Hefezellen sind als solche nicht iiberraschend. Denn seit langem 
ist bekannt, daB Mikroorganismen durch Schwermetallionen im Allge- 


20 Q. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 314, 149 [1943]. 
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meinstoffwechsel, speziell im Wachstum, gestért und durch entsprechende 
Metallkonzentrationen abgetétet werden?!2. Der unterschiedliche Wir- 
kungsgrad der einzelnen Schwermetalle wird durch unsere Vergleichs- 
versuche mit Metallacetaten (Abschnitt I) bestitigt, denn die Atmung 
und Garung von Hefezellen wird durch Zink deutlich schwacher gehemmt 
als durch Quecksilber, Kupfer und Cadmium. 

Wahrend wir am Mazerationssaft keine oder nur geringfiigige 
Schwankungen der Hemmeffekte bei Anwendung verschiedenartiger 
Zinkkomplexe fanden, erhielten wir mit den gleichen Komplexen stark 
yariierende Hemmeffekte bei Einwirkung auf intakte Hefezellen. Der 
Mechanismus der Zinkhemmung an der Ganzzelle erweist sich somit als 
spezifisch im Hinblick auf die Struktur der angebotenen Zinkverbin- 
dung. Da die Angriffspunkte der wirksamen Zinkkomplexe in der Zelle an 
verschiedenen Orten liegen kénnen, ist ein wesentlicher Teil der vorlie- 
genden Arbeit dem Lokalisierungsproblem der Zinkkemmung ge- 
widmet. Man muB annehmen, da diejenigen Zinkkomplexe, die zwar 
den Mazerationssaft, die Ganzzelle aber iiberhaupt nicht hemmen, das 
Innere der Zelle nicht erreichen. Diejenigen Zinkkomplexe dagegen, 
welche Garung und Atmung der Ganzzellen beeintraichtigen, kénnten 
sowohl an den auBeren Strukturen der Zelle wie auch an inneren Struk- 
turen oder aber an gelésten Stoffen des Cytoplasmas angreifen und damit 
ganz verschiedene stoffwechselaktive Bezirke der Zelle treffen. 

Die Annahme, da8 die wirksamen Zinkverbindungen lediclich die 
auBere Zellmem bran blockieren und dadurch den Eintritt der Glucose 
in die Zellen bzw. den Austritt von Stoffwechselprodukten aus den Zellen 
hemmen, scheidet als unwahrscheinlich aus, da die verinderten Substrat- 
konzentrationen in den Zellen nach Zinkhemmung fiir den Eingriff des 
Zinks in den intrazellularen Stoffwechsel sprechen. Allerdings muB offen 
bleiben, ob an der Zellmembran lokalisierte, zinkempfindliche Fermente 
nicht ebenfalls eine Aktivitétsminderung erleiden. Diese Méglichkeit be- 
steht z. B. fiir Saccharase, welche durch Zink blockiert werden kann®. 

Aus unseren Versuchen am zinkblockierten Mazerationssaft geht 
hervor, daB die an der intakten Hefezelle unwirksamen Zinkverbindun- 
gen, wie z. B. Zink-histidinat, die Glykolyse auch in der Ganzzelle beein- 
trichtigen wiirden, wenn sie in der Lage waren, die Permeabilitatsbarrie- 
ren zu tiberwinden. Man muB daher annehmen, daf die unterschiedlichen 
Hemmeffekte der einzelnen Zinkverbindungen gegeniiber intakten Zellen 
darauf beruhen, daB der mit dem Zink verbundene Ligand im einen Falle 
das Passieren der Membranschranken verhindert, im anderen Falle be- 
giinstigt. Fiir die Membranpassagen ergibt sich dabei eine sehr hohe 
Strukturspezifitat der Metallkomplexe, wie aus einem Vergleich der in 
Tab. 2 zusammengestellten 21 Zinkverbindungen hervorgeht. Betrachtet 
man die mit dem Zink verbundenen Liganden als mehr oder weniger gut 


21 Siehe hierzu V.Cochrane, Physiology of fungi, Wiley and Sons Inc., 


New York 1958. 
22 Gmelins Handb. Anorgan. Chemie, 8. Aufl. 1956, Erg. Bd. 32 (Zink), S. 724 ff. 
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geeignete Trager fiir den Transport des Zinkions zu den zinkempfind. 
lichen intrazellularen Stoffwechselbezirken, so riickt die spezielle chemi. 
sche Struktur (nicht die allgemeine Komplexstabilitaét) in den Vorder. 
grund der Betrachtungen. Im Gegensatz zur Zinkhemmung reiner Fer. 
mente oder des Mazerationssaftes spielt somit fiir die Ganzzelle das Car. 
rierproblem die entscheidende Rolle. Da z. Zt. jedoch keinerlei Anhalts. 
punkte fiir die Transportwege von Schwermetallkomplexen durch die 
Membranschranken vorliegen, verbieten sich weitergehende Spekula- 
tionen. 

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit gingen wir von der An. 
nahme aus, da8 die mit den wirksamen Zinkkomplexen ins Zellinnere ge- 
langten Zinkionen thiolhaltige Fermente hemmen. Wegen der Reversibi- 
litat der Zinkblockierung von SH-Fermenten kann eine Aufarbeitung von 
Ganzzellen (s. 0.) zwar zur Regeneration urspriinglich durch Zink ge. 
hemmter Fermente fiihren, jedoch nicht die Substratkonzentrationen 
verindern. Da wir zeigen kénnen, da das oberhalb der GAPDH in der 
Glykolysekette auftretende Triosegemisch nach Zinkhemmung stark an- 
gereichert ist, erscheint die Zinkblockierung der GAPDH als eine 
der Ursachen der Glykolysehemmung gesichert. Dies steht im Ein. 
klang mit der am isolierten Ferment bewiesenen Zinkempfindlichkeit der 
Muskel-GAPDH}!. An welchen weiteren Stellen des intrazelluliren Stoff- 
wechsels Zinkionen Hefeenzyme blockieren, ist noch fraglich. Neben wei- 
teren Fermenten des Glucoseumsatzes finden sich auf Grund der starken 
Atmungshemmung moéglicherweise auch Angrifispunkte im Tricarbon- 
siurecyclus und in der Atmungskette. 


Hemmung durch Alkylierung und Oxydation 


Es erscheint iiberraschend, da die Hemmeffekte von Alkylierungs- 
mitteln wie Jodacetat oder N-Athyl-maleinimid an der Hefezelle durch 
geeignete Zinkkomplexe z. T. erreicht oder sogar iibertroffen werden und 
dab eine so aggressive Substanz wie Capronpersiure die Hemmeffekte von 
Zinkverbindungen nicht wesentlich iiberschreitet. Die an der Ganzzelle 
mit Alkylierungs- und Peroxoverbindungen von uns gemessenen Effekte 
fiihren ebenso wie beim Zink zur Frage der intrazellularen Lokalisation 
der Inhibitorwirkungen. In erster Linie ist es wieder die GAPDH, welche 
durch Alkylierungsmittel und Peroxyde beeintrachtigt wird, jedoch erlei- 
den auch andere Glykolysefermente in der hier angewandten Inhibitor- 
konzentration mehr oder weniger schwere Schidigungen. Zugleich laBbt 
sich auch eine Stérung in der Nachlieferung von DPN zeigen. Diese weit- 
verzweigten Angriffspunkte von Alkylierungsmitteln und Peroxoverbin- 
dungen stimmen mit der Erwartung iiberein, denn N-Athyl-maleinimid, 
Jodacetat oder Capronpersiure besitzen sicherlich in héheren Konzen- 
trationen keine ausgepriagte Spezifitit gegeniiber einzelnen Zellsubstan- 
zen; man hat eher eine wahllose Schidigung aller in den Bereich des In- 
hibitors geratenden alkylierbaren bzw. oxydablen Gruppen anzunehmen. 
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Es kommt hinzu, daB abschirmende Membranschranken, wie wir sie fiir 
gewisse Zinkkomplexe (s. 0.) als z. T. sehr wirksam annehmen miissen, fiir 
Capronpersaure und die benutzten Alkylierungsmittel nicht zu existieren 
scheinen. 


Physiologische Aspekte der Zinkhemmung 


Die Blockierung von thiolhaltigen Systemen durch Zinkionen ist so- 
mit spezifischer und in jedem Falle fiir das SH-Protein schonender als die 
Einwirkung von Alkylierungsmitteln oder Peroxoverbindungen. Das 
Phinomen der Zinkhemmung mit Zink-Konzentrationen biologischer 
GréBenordnung fiihrt daher zu der bereits einleitend aufgeworfenen Frage, 
wie die lebende Zelle in Anbetracht ihres relativ hohen normalen Zink- 
gehaltes die freien SH-Gruppen ihrer Fermentproteine vor Zinkionen 
schiitzt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, daB 
Zinkionen gegeniiber SH-abhingigen Fermentproteinen eine physiolo- 
gische, regulierende Rolle spielen, selbst bei Annahme noch geringerer 
Zink-Konzentrationen. Schon der physiologische Zinkgehalt der Zellen 
kénnte fiir die Ruhigstellung bzw. Aktivierung SH-abhangiger Fermente 
eine Regelfunktion ausiiben, wenn man annimmt, da SH-Fermente 
durch Mercaptidbildung mit, Zink inaktiviert vorliegen und durch Zink- 
entzug jederzeit reaktiviert werden kénnen. Die Méglichkeit der Selbst - 
regulation von Fermentketten auf diesem Wege ergibt sich daraus, daB 
z. B. die durch die Anfangsreaktionen einer Fermentkette gebildeten 
Substrate Zink an sich ziehen und damit weitere Fermente der betreffen- 
den Reaktionskette aktivieren kénnen. Wiirde z. B. GAPDH teilweise als 
inaktiver Zinkkomplex vorliegen, so wire beim Anlaufen einer verstark- 
ten Glykolyse das zuniichst sich anstauende Fructosediphosphat auf 
Grund seiner Zinkaffinitat in der Lage, der noch zinkgehemmten GAPDH 
das Metall zu entrei8en und sich damit selbst den Weg zum weiteren Ab- 
bau freizumachen. In diesem Sinne wiirde dem relativ hohen Zinkgehalt 
der meisten leberiden Gewebe eine sehr wesentliche physiologische 
Steuerungsfunktion zukommen. 


Fir Darstellung von Peroxyden danken wir Herrn Dr. F. Schneider, fiir 
verstandnisvolle technische Mitarbeit Frl. Hildegund Philippi und Frl. Ga- 
briele Habbel. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


Die Einwirkung von Zinkverbindungen auf Atmung und Glykolyse 
von Hefezellen wird mit der Wirkung anderer Schwermetalle, verschie- 
dener Persauerstoffverbindungen und Alkylierungsmittel verglichen. 
Neben dem manometrischen Test an Hefezellen und am Hefe-Mazera- 
tionssaft werden Fermentaktivitaiten, DPN/DPNH- und Substratkonzen- 
trationen bestimmt. 














172 Ginther Weitzel und Eckhart Buddecke, Bd. 317 (1959) 


Die Hemmeffekte von Zinkkomplexen verschiedenster Struktur und 
Stabilitat werden durch die chemische Struktur des betreffenden Livan. 
den stark variiert, erstrecken sich von fehlender Hemmwirkung bis zu 
totaler Gaérungs- und Atmungshemmung (Endkonzentration 10-%m Zn) 
und sind in gleicher Abstufung auch bei Zusatz zu giirender Hefe vorhan. 
den. Zusammenhinge zwischen Struktur und Wirkungsgrad von Zink. 
komplexen sind nur an der Ganzzelle, nicht am Mazerationssaft nach- 
weisbar. 

Die an Hefezellen durch Zink ‘erreichbaren Hemmeffekte liegen in 
der gleichen Gréfenordnung wie diejenigen von Alkylierungsmitteln 
(Jodacetat) und Peroxyden (Capronpersiiure). 

Vorinkubationsversuche an Hefezellen mit Anti-Inhibitoren zeigen 
Schutzwirkungen von Athylendiamin-tetraacetat und Cystein-glucose 
gegentiber Zinkverbindungen, von Cystein, Thiazolidin-carbonsiure-(4) 
und «-Liponsiure gegeniiber Capronpersiure und allein von Cystein 
gegeniiber N-Athyl-maleinimid. ; 

Die Zinkhemmung der Hefezelle betrifft vor allem die Triosephos- 
phat-Dehydrogenase (GAPDH) (Anstau von Triosephosphat), nicht Al- 
dolase oder die DPN-Synthese. Capronpersiure dagegen greift GAPDH, 
Aldolase, Alkoholdehydrogenase und das DPN-bildende System an. 

Im Vergleich zur Wirkung der Alkylierungs- und Oxydationsmittel 
erweist sich die Fermentblockierung durch Zink als schonender und spe- 
zifischer. Die in biologischer GréBenordnung liegenden Hemmkonzen- 
trationen lassen vermuten, da Zink als physiologischer Regelfaktor fiir 
die Aktivitaét von SH-Fermenten Bedeutung hat. 


Summary 


The action of zinc-compounds on respiration and glycolysis of yeast 
cells has been compared with that of other heavy metals, various peroxy- 
genated compounds and alkylating agents. Besides the manometric test 
with yeast cells and yeast maceration juice, enzyme activity, DPN/ 
DPNH- and substrate concentrations were determined. 

The inhibitory effects of zinc complexes of most widely varying 
structure and stability are very dependent on the chemical structure of 
the ligands concerned. They range between no effect at all and total 
inhibition of fermentation and respiration (final concentration 10-°M Zn) 
and the activities of the compounds are in the same order when tested 
with fermenting yeast. Relationships between the structure and action 
of zinc complexes are evident only in whole cells, not in maceration juice. 

The inhibitory effects of zinc on yeast cells are of the same order as 
those of alkylating agents (iodo acetate) and peroxides (percaproic acid). 

Preincubation of yeast cells with antiinhibitors results in protection 
by ethylendiamine tetraacetate and cysteineglucose against zinc comp- 
ounds; cysteine, thiazolidine-4-carboxylic acid and «-lipoic acid protect 
against percaproic acid and cysteine only against N-ethylmaleimide. 
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The inhibition of yeast cells by zinc acts mainly on triosephosphate 
dehydrogenase (GAPDH) (accumulation of triosephosphate), not on 
aldolase or on the synthesis of DPN. Percaproic acid, on the other hand, 
attacks GAPDH, aldolase, alcohol dehydrogenase and the DPN-synthes- 
ising system. 

In comparison to the action of alkylating and oxidizing agents the 
inhibition of enzymes by zinc appears to be less harmful and more 
specific. As the inhibitory concentration-range lies within biological 
values, it may be assumed, that zinc is of importance as a physiological 
regulating factor for the activity of SH-enzymes. 


Prof. Dr. Dr.G@. Weitzel, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit, 
Tiibingen, Gmelinstrape 8. 
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Uber Aminoanaloge natiirlicher Ostrogene 
At3-500)_3-Amino-4-methy]-éstratrienol-(17B) 


Von 
Heinz Dannenberg, Charles H. Doering und Dorothee Dannenberg-von Dresler 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. September 1959) 


Aminoanaloge natiirlicher Ostrogene interessieren, wie bereits friiher 
dargelegt??, im Rahmen von Untersuchungen iiber Beziehungen zwischen 
Steroiden und krebserzeugenden Verbindungen. Wahrend ein Amino- 
analoges des Equilenins, 3-Amino-3-desoxy-equilenin, bereits aus Equi- 
lenin unter Anwendung der Bucherer-Reaktion dargestellt wurde’, 
sind in der A}3-50.Qstratrien-Reihe bis vor kurzem noch keine Ver- 
bindungen mit einer Aminogruppe am aromatischen Ring bekannt ge- 
worden*. In der vorliegenden Arbeit wird nun die Darstellung des 4- 
Methylhomologen von A! ?-5(°.3.Amino-dstratrienol-(178) beschrieben. 

Wird A+3-50)_4-Methyl-éstratrienol-(17f)-acetat (II), das durch 
Dienol-Benzol-Umlagerung* des Reduktionsproduktes von A1-4-Andro- 
stadiendion-(3.17) (1) mit Lithiumaluminiumhydrid®-7 und anschlieBende 
Acetylierung® leicht zugiinglich ist, in Essigsiureanhydrid/Tetrachlor- 
kohlenstoff-Lésung mit Salpetersiiure in Lisessig/Essigsiiureanhydrid 
nitriert, so erhailt man in einer Ausbeute von 51% d. Th. ein Mononitro- 
produkt, das zumindest zum gréften Teil aus dem A!3-5(10.3.Nitro-4- 
methyl-éstratrienol-(17/)-acetat (III) besteht. Besonders hervorzuheben 
ist die Lichtempfindlichkeit dieser Verbindung. 


* Inzwischen hat E. Hecker von unserem Institut das 41-3-5(10).3-Amino- 
éstratrienol-(17f) dargestellt: Angew. Chem. 71, 379 [1959]; Chem. Ber. 92, 3198 
[1959]; ferner ist von A. M. Gold u. E. Schwenk (J. Amer. chem. Soc. 81, 2198 
[1959]) auBerdem auch die entsprechende 17-Keto-Verbindung beschrieben worden. 

1 H. Dannenberg, Folia clin. internacional 6, 32 [1956]. 

* H. Dannenberg, H.Scheurlen u. I.Simmer-Rihle, Liebigs Ann. 
Chem. 600, 68 [1956]. 

3 W. E. Bachmann u. A. S. Dreiding, J. Amer. chem. Soc. 72, 1329 [1950]. 

4H. Plieninger u. G. Keilich, Angew. Chem. 68, 618 [1956]; Chem. Ber. 
91, 1891 [1958]. . 

> H. Dannenberg, Z. Krebsforsch. 62, 217 [1957/58]. 

6 H. Dannenberg u. Ch. H. Doering, diese Z. 811, 84 [1958]. Die 4-Stellung 
der Methylgruppe konnten wir beim A!-3-°(°)-Methyl-19-nor-cholestatrien durch 
Selendehydrierung beweisen, wobei 3’.8-Dimethyl-1.2-cyclopenteno-phenanthren 
isoliert werden konnte (H. Dannenberg u. H. G. Neumann, unverédffentlicht). 

? In der Zwischenzeit ist die gleiche Darstellungsmethode auch veréffentlicht 
worden von M. J. Gentles, J. B. Moss, H. L. Herzog u. E. B. Hershberg, J. 
Amer. chem. Soc. 80, 3702 [1958]. 
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Bei unvollstaindiger Nitrierung wird die Isolierung der Nitroverbindung III 
durch die Bildung eines Mischkristallisates mit dem Ausgangsmaterial II (Mol- 


verhaltnis II : III = 2:1) erschwert (s. Versuchsteil). 


Das rohe Nitroprodukt IIT la8t sich durch Reduktion mit Hydrazin 
und Raney-Nickel in Athanol/n-Propanol-Lésung nach Balcolm und 
Furst® umwandeln in das 4!-3-52.3. Amino-4-methyl-dstratrienol-(17/)- 
acetat (IV) (48% d.Th.), welches zum freien A!-3-5(19.3.A mino-4-methy]l- 
éstratrienol-(17f) (V) verseift werden kann. 

DaB sich bei der Nitroverbindung ITI und der entsprechenden Amino- 
verbindung IV (bzw. V) Nitro- bzw. Aminogruppe, wie zu erwarten, am 
aromatischen Ring A befinden, geht aus ihren UV-Spektren (s. Versuchs- 
teil) hervor, welche, abgesehen vom Einflu8 der Alkylsubstitution den 
Spektren von Nitrobenzol bzw. Anilin entsprechen. Nitro- bzw. Amino- 
gruppe kénnen sich aber in 1-, 2- oder 3-Stellung befinden. Der Beweis fiir 
die 3-Stellung ist in folgendem zu sehen: 

1. Vom Acetylnitrat, dem wirksamen Agens bei der Nitrierung mit 
Salpetersiure in Hisessig/Essigsiureanhydrid, ist bekannt, daB es bevor- 
zugt in ortho-Stellung substituiert®. Daher kommen vor allem 1- und 3- 
Stellung als Orte der Substitution in Frage. 

2. Die 1-Stellung kann mit Sicherheit ausgeschlossen werden, da bei 
der Diazotierung der Aminoverbindung IV nach de Milt und van 
Zandt?! und anschlieBendem Verkochen ein Phenol VI entsteht, dessen 
Verseifungsprodukt VII eindeutig verschieden ist vom bekannten 
A\:3-5(10)_4.Methyl-dstratriendiol-(1.17)"' (Unterschiede in den IR-Spek- 





8 D. Balcolm u. A. Furst, J. Amer. chem. Soc. 75, 4335 [1953]. 

® A. Pictet u. E. Khotinsky, Ber. dtsch. chem. Ges. 40, 1163 [1907]. 

10 C.de Milt u. G. van Zandt, J. Amer. chem. Soc. 58, 2044 [1936]. 

1-H. H. Inhoffen u. G. Ziihlsdorff, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 604 [1941]; 
A. L. Wilds u. C. Djerassi, J. Amer. chem. Soc. 68, 2125 [1946]; R. B. Wood- 
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tren, verschiedene Schmelzpunkte der 17-Hydroxyverbindungen und 
ihrer 17-Monoacetate). 

3. Der Ausschlu8 der 2-Stellung ergibt sich aus dem Léslichkeitsver. 
halten des verseiften Phenols VII in wiBriger Natronlauge und aus der 
Analyse der fiir den Substitutionstyp aromatischer Verbindungen charak- 
teristischen y-Schwingungen im IR-Bereich von 11—l5y (,,CH-Wag- 
ging “‘-Schwingungen)?? bei der Nitroverbindung IIT und den sich von ihr 
ableitenden Verbindungen IV—VII. 

Das Phenol VII ist ebenso wie das sterisch gehinderte 413-504. 
Methyl-6stratrienol-(1)-on-(17) schwer léslich in 5proz. waBriger Natron- 
lauge bei 100°, wihrend das A}-3-5(0_]-Methyl-dstratrienol-(3)-on-(17) 
(1-Methyl-éstron) mit einer ungehinderten phenolischen Hydroxylgruppe 
unter diesen Bedingungen gut léslich ist}. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, liegen mittelstarke Banden im Be- 
reich der y-Schwingungen bei den A!*-5.]-Methyl-trienol-(3)-steroi- 
den (Substitutionstyp 1.2.3.5) zwischen 11,04 und 11,74y (z. Tl. Doppel- 
banden; die Banden liegen bei den Phenolen und ihren Methylathern 
lingerwellig als bei den Phenolacetaten), bei den 4}-3-5(0_4-Methyl. 
trienol-(1)-steroiden (Substitutionstyp 1.2.3.4) dagegen zwischen 12,28 
und 12,45 w (kein Unterschied zwischen Phenolen und Phenolacetaten). 
Auf diese Unterscheidungsméglichkeit der beiden Typen von Steroiden 
ist bereits hingewiesen worden?*, Da die entsprechenden Banden bei der 
Nitroverbindung III und den sich von ihr ableitenden Verbindungen 
IV —VII zwischen 12,28 und 12,54 u liegen, mu8 ihnen der Substitutions- 
typ 1.2.3.4 zukommen, was sich bei Ausschlu8 der 1-Stellung nur mit der 
3-Stellung der funktionellen Gruppen am aromatischen Ring vereinbaren 
1a8t, in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der Léslichkeit des Phenols 
VII in waBriger Natronlauge. : 


A1-3-5(10). Trienol-(3)-steroide vom Substitutionstyp 1.2.4, wozu die natiirlichen 
Ostrogene und ihre Derivate gehéren, haben fast alle zumindest 2 Banden im Be- 
reich der y-Schwingungen: im Bereich von 12,05—12,27 wund von 12,55—12,951415, 
Die Banden scheinen in den Spektren der K Br-Festkérperpraparate ausgepragter 
zu sein als in denen von CS,-Lésungen. Bei den freien Phenolen und ihren Acetaten 
ist meist die kiirzerwellige Bande die intensivere, bei den Methylathern dagegen die 
langerwellige!>. 


ward u. T. Singh, ebenda 72, 494 [1950]; R. B. Woodward, H. H. Inhoffen, 
H. O. Larsen u. K. H. Menzel, Chem. Ber. 86, 594 [1953]. 

2 L. J. Bellamy, ,,Ultrarot-Spektrum und chemische Konstitution‘, Uber- 
setzung von W. Briigel, Dr. Dietrich Steinkopff-Verlag, Darmstadt 1955, S. 60; 
s.a. H. Dannenberg, U. Schiedt u. W. Steidle, Z. Naturforsch. 8b, 269 [1953]. 

13 A.S. Dreiding, W. J. Pummer u. A. J. Tomasewski, J. Amer. chem. 
Soe. 75, 3159 [1953]. 

14 Kigene Messungen. 

15 Auswertung entsprechender Spektren aus ,,Infrared absorption spectra of 
steroids“, an atlas; Vol. I, K. Dobriner, E. R. Katzenellenbogen u. R.N. 
Jones; Vol. II, G. Roberts, B.S. Gallagher u. R.N. Jones; Interscience 
Publishers, New York u. London, 1953 bzw. 1958. 
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Biologische Versuche*: A?*5.4-Methyl-éstratrienol-(17{) 
und sein Acetat (II) sowie 41-3-5(0.3-Amino-4-methyl-éstratrienol-(17{). 
acetat-(17) (IV) zeigen weder eine 6strogene (100 y bzw. im Falle des 
Amins 1000 y an kastrierten weiblichen Ratten einmalig subcutan inji- 
ziert), noch eine androgene Wirkung (1000 y tiglich iiber 14 Tage an 
kastrierten mainnlichen Ratten). 

Dagegen erwies sich 4-Methyl-dstradiol-(3.178) (VII) mit 100 » als 
éstrogen wirksam; es ist sehr viel schwicher wirksam als Ostradiol. 
(3.178) selbst (im gleichen Test mit 0,1—0,2 y wirksam). Eine Abnahme 
der éstrogenen Wirksamkeit erfolgt auch beim Ostron, wenn eine Methyl. 
gruppe in 1- oder 2-Stellung eingefiihrt wird!® (1-Methyl-éstron?’, 2- 
Methyl-éstron!*). 


Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir fiir sein Interesse an der vor- 
liegenden Arbeit und fiir ihre Férderung. Fraulein G. Schild und Fraulein I. Kéhler 
sei fiir die Aufnahme der UV-Spektren bzw. der IR-Spektren gedankt. Dem 
Verband der chemischen Industrie hat der eine von uns (H. D.) fir eine 
Forschungsbeihilfe zu danken. : 


Beschreibung der Versuche 


Die UV-Spektren wurden gemessen mit dem Zeiss-Spektrophotometer PMQ II, 
die IR-Spektren mit dem selbstregistrierenden Perkin-Elmer-Spektrophotometer, 
Modell 21. Die Mikroanalysen wurden ausgefiihrt von Dr. A. Schoeller, Kronach 
(Oberfranken), oder von A. Bernhardt, Miilheim (Ruhr). Samtliche Schmelzpunkte 
unkorrigiert. 

A}-3-5(10).4.Methyl-dstratrienol-(17)-acetat (II): Eine Lésung von 
6,0 g A}-4- Androstadiendion- (3.17) (I) in 300 cm* absol. Ather wurde unter 
Riihren im Laufe von 30 Min. zu einer Suspension von 2,4 g LiAIH, in 125 cm* 
absol. Ather zugetropft. Nachdem 30 Min. unter Riickflu8 zum Sieden erhitzt 
worden war, wurden zum abgekiihlten Reaktionsgemisch zur Zersetzung von iiber- 
schiissigem LiA]H, tropfenweise 35 cm* Essigester gegeben, dann wurde mit 100 cm* 
Wasser und danach mit 100 cm? 2n Salzsiiure zersetzt. Nach Abtrennung des 
Athers wurde die waBr. Phase noch 2mal ausgeithert. Der élige Riickstand der 
vereinigten, neutral gewaschenen atherischen Lésung wurde in 150 cm® Athanol 
gelést mit 5 cm*® konz. Salzsiure 30 Min. zum Sieden erhitzt. Die Aufarbeitung 
durch Ausaéthern der mit Wasser verdiinnten Lisung lieferte rohes 41-3-5(10).4-Me- 
thyl-éstratrienol-(17 6) (Schmp. nach Umlésen aus Methanol 114—116°), das nach 
Trocknung zur Acetylierung mit 100cm* Essigsiureanhydrid 15 Min. unter 
RiickfluB gekocht wurde. Die abgekiihlte Lésung wurde mit 400 cm* Wasser ver- 
setzt und 20 Min. auf 50° erwirmt. Nach Kiihlen wurde der kristalline Nieder- 
schlag abfiltriert, gut gewaschen, getrocknet (5,81 g) und aus 50cm® Benzin 
(Sdp. 90—100°)/5 cm* Benzol umgelést, wobei 3,73 g vom Acetat II vom 
Schmp. 175° erhalten wurden. Die Mutterlauge lieferte nach Einengen eine weitere 
Fraktion. Gesamtausbeute 3,96 g (60% d. Th. bezogen auf I). Die reine Verbin- 
dung hat nach Umlésen aus Benzin den Schmp. 174—176°. 

IR-Spektrum (fest in KBr): vc=o 5,79 wu, vc—o 8,03, 9,63 und 9,83, y 12,84 
und 13,54 yp. 


16 J. Iriarte u. H. J. Ringold, Tetrahedron 8, 28 [1958]. 

17 C. Djerassi, G. Rosenkranz, J. Romo, J. Patakiu. St. Kaufmann, 
J. Amer. chem. Soc. 72, 4540 [1950]. 

* Die Tierversuche wurden durchgefiihrt von Herrn Professor Dr. K. Junk- 
mann, Schering AG., Berlin, wofiir wir vielmals danken, ebenso wie fiir die Uber- 
lassung von 4:4-Androstadiendion-(3.17). 
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A}-8-5(10)_3-Nitro-4-methyl-éstratrienol-(17f)-acetat (III): Zu einer 
Lésung von 1,57 g A}-3-5(0).4-Methyl-éstratrienol-(178)-acetat (II) (Schmp. 
174—176°) in 20 cm? CCl,, die mit 25 cm* Essigsiureanhydrid verdiinnt worden 
war, wurde unter Eiskiihlung ein in der Kalte hergestelltes Gemisch von 4 cm* 
rauchender HNO, (d = 1,52) in 6 cm Eisessig und 6 cm? Essigsiureanhydrid lang- 
gam unter dauerndem Umschwenken zugetropft. Nach 2Stdn. bei Zimmer- 
temperatur (im Dunkeln aufbewahren, s. u.) wurde die Reaktionslésung in einem 
mit Eis-20 proz. NaCl-Lésung beschickten Scheidetrichter gegeben und die Mischung 
einige Minuten gut durchgeschiittelt. Nach Abtrennen der gelben CCl,-Lésung 
wurde die waBr. Phase mehrmals mit Ather extrahiert. CCl,- und Ather-Lésung 
wurden vereinigt, mit Wasser, mit 5 proz. Natronlauge (bis die Farbe des Gemisches 
merklich von gelb nach tieforangé iibergeht), schlieBlich mit Wasser neutral ge- 
waschen und mit Na,SO, getrocknet. Der Riickstand wurde in wenig Benzol gelést 
auf eine mit Petrolither bereitete Siule von Aluminiumoxyd (Brockmann, Akti- 
vitat III) aufgetragen. Petrolather/Benzol-Gemische (1:1 und 3:7) eluierten 927 mg 
(51% d. Th.) fast farblose Nitroverbindung als Rohprodukt vom Schmp. 160—190°, 
Benzol/Aceton-Gemische gelbe z. T. kristallisierte Fraktionen, die aber noch nicht 
naher untersucht wurden. 

Das entsprechende Petrolaither/Benzol-Eluat eines anderen Nitrierungsan- 
satzes lieferte nach mehrfachem Umlésen aus Cyclohexan reines III in Nadeln vom 
Schmp. 209—209,5°. 

C,,H,,NO, (357,4) Ber. C 70,56 H 7,61 N 3,92 
Gef. C 70,79 H17,70 N 4,10 


UV-Spektrum in Athanol: Amax 272,5 mu, ¢ = 5210. 
IR-Spektrum (fest in KBr): vc=o 5,77 uw, yno, 6,55 und 7,38 u, vc—o 7,98, 9,61 
und 9,74 uw, y 12,54 uw. 

Da die Umkristallisation der Nitroverbindung sehr verlustreich ist, wurde das 
Rohprodukt als solches weiter verarbeitet. Sein unscharfer Schmp. weist auf eine 
Verunreinigung durch Isomere hin,-doch kann deren Menge nur gering sein, da die 
UV- und IR-Spektren der rohen und reinen Nitroverbindung fast identisch waren. 
Da die Nitroverbindung lichtempfindlich ist, erweist es sich als zweckmaBig, bei 
gedimpftem Licht zu arbeiten. 

Bei einem Nitrierungsansatz mit etwa der halben Menge rauchender HNO, 
(s. 0.), der bereits nach 15 Min. abgebrochen wurde, lieferte das nicht chromato- 
graphierte Rohprodukt nach mehrfachem Umlésen aus Methanol ein gelbes 
Kristallisat von ziemlich konstantem Schmp. 153—160°, das sich als Mischkristalli- 
sat von Ausgangsmaterial II und Nitroverbindung III im Verhaltnis 2:1 erwies. 

2 Cy,H_g0. : C.,H,,NO, (669,8) Ber. C 77,03 H 8,52 N 1,43 

Gef. C 77,32 H8,73 N 1,38 
UV-Spektrum in Athanol: Amax 271 mu, ¢ = 1626 (ber. ¢ = 1870). 
IR-Spektrum (fest in KBr): charakteristische Banden der Nitroverbindung III 
yno, 6,58 und 7,35, y 12,55 relativ schwacher als diejenigen des Ausgangs- 
materials II y 12,80 und 13,48 yu. 


Das Mischkristallisat wurde auch erhalten, wenn das Rohprodukt an einer 
Saule von Perlon-Pulver in waGr. n-Propanol chromatographiert wurde, wahrend 
bei der Chromatographie an Aluminiumoxyd mit Benzin/Benzol-Gemischen eine 
Trennung erzielt wurde (Benzin/Benzol 3:1 eluierte dabei zuerst nur das Ausgangs- 
material). 

Al-8-5(10). 3. Amino-4-methyl-dstratrienol-(17f)-acetat (IV): Zu einer 
warmen Lisung von 600 mg Nitroverbindung III (Rohprodukt vom Schmp. 
160—190°) in 15 cm* Athanol/n-Prc panol 1:1 wurden 0,5 cm* 96proz. Hydrazin- 
hydrat zugetropft und anschlieBend eine kleine Spatelspitze aktives Raney-Nickel 
(mit Athanol gewaschen) zvgefiigt, wobei sogleich lebhafte Gasentwicklung eintrat 
(bleibt diese aus, so ist der Katalysator nicht aktiv genug). Nach 15 Min. Erhitzen 
auf dem Dampfbad wurde noch einmal die gleiche Menge Raney-Nickel zugegeben 
12* 
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und weitere 30 Min. erhitzt, wobei die urspriinglich dunkelgelbe Lésung grauzriin 
wurde. Nachdem das iiberschiissige Hydrazinhydrat durch weitere Zugabe von 
Katalysator und Erhitzen zersetzt worden war, wurde die Lésung filtriert und dag 
Filtrat eingeengt. Beim Abkiihlen kristallisierten 200 mg A1-3-500).3-Amino-4. 
methyl-éstratrienol-(178)-acetat (IV) vom Schmp. 200—204°; die Mutter. 
lauge lieferte weitere 67 mg von etwas niedrigerem Schmp. (Gesamtausbeute 48% 
d. Th.). Die analysenreine Verbindung schmolz nach mehrmaligem Umlésen aus 


Athanol/n-Propanol 1:1 bei 210—211°; [o]%*: + 74° (Chloroform). 


C,H, NO, (327,4) Ber. C 77,02 H8,93 N 4,28 
‘Gef. C 77,11 H8,99 N 4,56 


UV-Spektrum: in Athanol dmax 237,5 und 289 mu (e = 8370. bzw. 1850); in H 


Athanol-HCl Amax 262,5 mu (¢ = 625). 


IR-Spektrum (fest in KBr): yxx, 2,88 und 2,94, vc-o 5,80, Onn, 6,10p, | 


vo—o 7,8—7,9 u (breite Bande), 9,56 und 9,73 u, y 12,31 p. 


A1-3-5(10). 3. Amino-4-methyl-éstratrienol-(17£) (V): Die Verseifung von é 


91 mg Acetat IV (Schmp. 205—209°) durch 14stdg. Kochen mit 5 cm? 0,5n metha- 
nolischer Kalilauge lieferte die freie Verbindung V, welche nach Umlésen aus 


Benzol/Benzin den Schmp. 177—178° (Klarwerden der.Schmelze bei 185°) hatte. | 


CypH,,NO (285,4) Ber. C 79,96 H 9,54 
Gef. C 80,10 H 9,40 


UV-Spektrum: in Athanol Amax 237,5 und 289 my (e = 8330 bzw. 1830); in 
Athanol-HCl Amax 262,5 mu (e = 640). 
IR-Spektrum: (fest in KBr): von und vyu, 2,98 u! und Schulter bei 3,08 4, dna, 
6,13 4, vc—o 9,27 und 9,44 wu, y 12,35 pw. 

4-Methyl-éstradiol-(3.17) (VII): Zu einer mit Eis gekiihlten Mischung 
von 3 cm’ konz. Schwefelsaure und 150 mg Natriumnitrit (p. a.) in 1,4 cm* Wasser 
wurde unter Riihren im Verlaufe von 45 Min. eine Lisung von 100 mg Amino- 
Verbindung IV, (Schmp. 200—204°) in 2 cm® Pyridin zugetropft. Nach 2 Stdn. 
bei 0° wurde das Reaktionsgemisch mit 20 cm* Eiswasser versetzt, dem zur Zer- 
stérung von iiberschiissigem Nitrit etwas Harnstoff zugefiigt worden war. Nachdem 
die von Aufschéumen begleitete Gasentwicklung beendet war, wurde das Reaktions- 
gemisch langsam auf 60° erhitzt und 1 Stde. bei dieser Temperatur gehalten. Der 
dabei gebildete Niederschlag wurde abfiltriert, getrocknet (89 mg) und in Benzin/ 
Benzol-Lésung an Aluminiumoxyd chromatographiert. Nach Elution mit Benzin/ 
Benzol-Gemischen, Benzol und Benzol/Aceton 19:1 lieferte die Benzol/Aceton-4:1- 
Fraktion 57 mg 4-Methyl-éstradiol-(3.17£)-acetat-(17) (VI) vom Schmp. 
230—240° (57% d. Th.). Die analysenreine Verbindung schmolz nach mehrfachem 
Umlésen aus Essigester/Benzin bei 249—250° (farblose Nadeln). 


C,,H,,0, (328,4) Ber. C 76,80 H 8,59 
Gef. C 76,76 H 8,79 


UV-Spektrum: in Athanol Amax 280 my, ¢ = 1730; in NaOH-Athanol Amax 242 
und 297 my, ¢ = 8270 bzw. 2800. 

IR-Spektrum: (fest in KBr): vox 2,88 u, vo=o 5,83 u, vc—o 7,83 und Banden- 
gruppe 9,35—9,42, 9,57 und 9,75 w, y 12,33 yu. 

Verseifung: 143 mg Acetat VI (chromatographiertes Rohprodukt) wurden 
durch 1stdg. Kochen mit 10 cm* 0,5n methanolischer KOH verseift. Die Neutral- 
fraktion (113 mg) lieferte bei der Chromatographie an Aluminiumoxyd und Elution 
mit Benzol/Aceton 1:1 80 mg 4-Methyl-éstradiol-(3.17 8) (VII), das nach Umlésen 
aus Essigester/Benzin und Athanol bei 213—214° schmolz. 


C,pH,,0, (286,4) Ber. C 79,68 H 9,15 
Gef. C 79,38; 79,15 H 8,68; 9,13 
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10V-Spektrum: in Athanol Amax 280 mp (¢ = 1550); in NaOH-Athanol Amax 242 
und 297 mu (e = 7600 bzw. 2590). 
|[R-Spektrum (fest in KBr): vox 2,93 mit Schulter um 3,0 pu, y 12,28 yw. 


Zusammenfassung 


A}-3-5(10)_4.Methyl-éstratrienol-(17f)-acetat lit sich durch Nitrie- 
rung und anschlieBende Reduktion der Nitrogruppe zur Aminogruppe in 
‘] 4!:3-5(10)_3. Amino-4-methyl-éstratrienol-(17f)-acetat umwandeln. Di- 
azotieren dieser Verbindung, Verkochen und anschlieBende Verseifung 
ergibt 4-Methyl-éstradiol-(3.178). Als Beweis fiir die 3-Stellung der neuen 
Substituenten (Nitro-, Amino- bzw. Hydroxy-Gruppe) dient vor allem die 
Auswertung der IR-Spektren. 4.Methyl-dstradiol-(3.17f) ist sehr viel 
schwiicher dstrogen wirksam als Ostradiol. Die Aminoverbindung ist 
weder 6strogen noch androgen wirksam. 
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Summary 
A}-3-5(10)_4.Methyl-oestratrienol-(17/)-acetate is converted by nitra- 


| tion, followed by reduction of the nitrogroup to the aminogroup, into 
| A1-3-5(10).3.amino-4-methyl-oestratrienol-(17f)-acetate. By diazotization 


| of this compound, hydrolysis and finally saponification, 4-methyl-oestra- 
diol-(3,178) is obtained. Evidence for the 3-position of the new substitu- 
ents (nitro-, amino- and hydroxygroup) comes mainly from the evaluation 
of the i.r.-spectra. 4-Methyl-oestradiol-(3,17f) is a much less active 
oestrogen than oestradiol. The-amino compound is neither oestrogenic 





|| GoethestraBe 31. 


nor androgenic. 


Prof. Dr. H. Dannenberg, Maz-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
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Uber die Stellung des Aldehyds im Colaminplasmalogen 
aus Gehirn 
F Von 
Hildegard Debuch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6éln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1959) 


Uber die Frage nach der Stellung des Aldehyds im Plasmalogen herr. 
schen bis heute sehr widersprechende Ansichten, die ebenso wie einige 
Ergebnisse vorliegender Untersuchungen in Form einer kurzen Mittei- 
lung! dargelegt wurden, auf die hier verwiesen wird. 

Um unter méglichst schonenden Bedingungen zu eindeutigen Ergeb- 
nissen zu kommen, wurde die Anwendung von Lecithinasen (Phospholi- 
pasen), deren Verhalten gegen Plasmalogene noch unbekannt ist, ver. 
mieden. (Die bisher angenommene Strukturspezifitat der Lecithinase A* 
wurde kiirzlich in Zweifel gezogen®.) Ebenso wurde die Bildung von 
Monoacylderivaten, d. h. Lysophosphatiden, als Zwischenprodukte ver- 
mieden, da sie in bezug auf ihre Struktur sehr instabil sind. Man ging 
deshalb so vor, da man die Colaminkephalin-Fraktion aus Gehirn 
(Fraktion V nach Folch‘), die zu etwa */,; aus Colaminkephalin und 2/, 
aus Colaminplasmalogen besteht®®, hydrierte. Dadurch wurde die 


H,C—O—CH=CH- R’ H,C—O—CH, -CH,-R’ 

HC—0—CO-R” HC ‘—O—CO-R” 

H,C_O—PO,H . H,C—O—PO,H 
-CH,-CH,-NH, O-CH,-CH,-NH, 
I I 

H,C—O—CH, - R’ H,C—O—CH, R’ 

H¢_on HC—OH 

H,C—0—PO,H, H,¢—OH 

III IV 


1 H. Debuch, diese Z. 314, 49 [1959]. 
2 D. J. Hanahan, J. biol. Chemistry 207, 879 [1954]. 
3G. V. Marinetti, J. Erbland u. E.Stotz, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 88, 403 [1959]. 
4 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 
> E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. 
6 H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 
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Bindung des Aldehyds, der in der Enolform vorliegt’®, in eine stabile 
Atherbindung iibergefiihrt, so daB aus einem Plasmalogen (I) ein Ather- 
phosphatid (II) entstand. 

Durch die gleichzeitige Hydrierung der ungesattigten Fettsinren 
wird die Colaminkephalin-Fraktion fest und léBt sich durch Umkristalli- 
sieren aus Pyridin leicht von den stets in dieser Fraktion vorhandenen 
Cerebrosiden abtrennen. 

Durch Behandlung des umkristallisierten Hydrierungsproduktes mit 
methanolischer Salzsiure wurden die Fettsiuren in Form ihrer Methyl- 
ester und das Colamin entfernt, so daB als partielle Spaltprodukte die 
schon friiher® isolierten Phosphorsaureester der Glycerinather 
(III) auftraten. Unter Verzicht auf die Reindarstellung wurde mit Hilfe 
einer von Malkin und Mitarbeitern® angegebenen, relativ schonenden 
Methode aus dem Rohprodukt die Phosphorsiure nach Kochen mit 
Essivsiureanhydrid abgespalten. Nach Umkristallisieren und Verseifen 
des Diacetats wurden reine Glycerinather (IV) erhalten. 

Da etwa 50% der héheren Aldehyde dieser Glycerinphosphatide, die 
sich zum weitaus gréBten Teil in der Colaminkephalin-Fraktion befinden, 
C,,-Monoene sind?!®, und sich unter den gesittigten Aldehyden etwa 40% 
Hexadecanal!}8 befinden, muBten die isolierten Glycerinither zu etwa 
80% aus Batylalkohol (Glycerin-x-octadecylither) und zu etwa 20% aus 
Chimylalkohol (Glycerin-x-hexadecylither) bestehen. — Tatsiichlich wies 
die Substanz einen Schmelzpunkt von 62,5—63,0° auf (Gemisch von 20% 
Chimylalkohol und 80% Batylalkohol, beides aus Haifischleberél ge- 
wonnen*, Schmp.: 63,0—63,5°). 

Der Beweis dafiir, daB es sich bei der isolierten Substanz IV um 
a-Glycerinither handelt, griindet sich sowohl auf die Untersuchung des 
IR-Spektrums als auch auf die Ergebnisse der Oxydation mit Perjod- 
siure. 

Wie aus Abb. 1 zu ersehen ist, sind die Absorptionsmaxima des 
Infrarotspektrums der isolierten Glycerinither ganz analog denjeni- 
gen des Batylalkohols, unterscheiden sich dagegen wesentlich von den- 
jenigen des synthetisierten 6-Isomeren**. 

Die Oxydierbarkeit des aus den Phosphatiden gewonnenen Pro- 
duktes wurde zunichst papierchromatographisch! bewiesen, dann quan- 


7 M.M. Rapport, B. Lerner, M. Alonzo u. R. E. Franzl, J. biol. Che- 
mistry 225, 859 [1957]. 

8 H. Debuch. Biochem. J. 67, 27 P [1957]; J. Neurochemistry 2, 243 [1958]; 
diese Z. 811, 266 [1958]. 

® T. H. Bevan, D. A. Brown, G.I. Gregory u. T. Malkin, J. chem. Soc. 
{London] 1953, 127. 

10 F, Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. 

11 EF. Klenk, diese Z. 282, 18 [1945]. 

* Fiir Cie freundlic!e Uberlassung dieser Substanzen danke ich Herrn 
Dr. Lovern, Aberdeen, aufs herzlichste. 

**Diese Substanz wurde mir von Herrn Professor Dr. Malkin, Bristol, zur 

Verfiigung gestellt, wofiir ich herzlich danke. 
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Abb. 1. IR-Spektren von a) Batylalkohol aus Haifischleberdl, b) B-Isomeres des 
Batylalkohols (synthet. Glycerin-f-octadecylather), c) Glycerinather aus Colamin- 
plasmalogen des Gehirns (Praparat 3, vgl. Tabelle). Bei der Beurteilung muB be- 
riicksichtigt werden, da8B es sich um ein Gemisch von Chimyl- und Batylalkohol 


Abb. 2. Verlauf der Oxyda- 
tion mit Perjodat von Batyl- 
alkohol aus Haifischél (——), 
Praparat 2 (— - —) und Pra- 
parat 3 (----); vgl. Tabelle. 
(Die angegebenen Werte sind 
Mittelwerte von je 2 Bestim- 
mungen). 
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titativ untersucht. Wahrend das f-Isomere unter den gleichen Bedin- 
gungen mit Perjodsdéure praktisch nicht reagierte, entsprach der Per- 
jodatverbrauch sowohl des Batylalkohols als auch der isolierten Glycerin- 
ither zu 90—100% dem theoretischen Wert (s. Abb. 2). Das gleiche gilt 
fir die dabei gebildete Menge Formaldehyd. 

Somit diirfte wohl die «-Stellung des Aldehyds im Colaminplasma- 
logen als bewiesen gelten und fiir das Plasmalogen selbst die schon im 
Jahre 19545 zur Diskussion gestellte Formel (hier Formel I) zutreffen. 

Inzwischen wurde von Carter und Mitarbeitern” die Existenz eines 
in der Natur (Eigelb) vorkommenden Colaminatherphosphatides nach- 
gewiesen, welches ein Derivat der Batylalkoholphosphorsaure darstellt, 
also den Octadecylalkohol in «-Stellung enthilt. Méglicherweise kénnten 
derartige Phosphatide durch Reduktion aus Plasmalogenen entstehen 
oder diese durch Oxydation aus jenen entstanden sein. 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstiitzt. 
Frau E. Frede danke ich fir ihre geschickte technische Hilfe. 


Beschreibung der Versuche 


I. Darstellung der Phosphorsaureester der Glycerinather 
(Batyl- und Chimylalkoholphosphorsauren} 


Auf die bereits frither® ausfiihrlich beschriebene Weise wurde ein Atherextrakt 
aus menschlichem Gehirn gewonnen, durch mehrmaliges Fallen in Aceton die 
Glycerinphosphatid-Fraktion gereinigt und das Alkohollésliche, die ,,Rohlecithin- 
Fraktion“‘ von dem Alkoholunléslichen, der ,,Rohkephalin-Fraktion“* abgetrennt. 


a) Aus der Colaminkephalin-Fraktion 


Mit Hilfe der Chloroform-Alkohol-Methode nach Folch‘ wurde die Colamin- 
kephalin-Fraktion (Fraktion V), die zu etwa */, aus Colaminkephalin, zu etwa 2/, aus 
Colaminplasmalogen besteht®, gewonnen. 

In Portionen von jeweils etwa 1,5 g wurden insgesamt 6,8 g der Colamin- 
kephalin-Fraktion in Athanol gelést, mit Raney-Nickel und Platinchlorid im 
magnetischen Riihrautoklaven bei 95° und 100 Atii 2 Stdn. hydriert. Nach Ab- 
filtrieren des Katalysators aus der heiBen Lésung wurden nach Entfernen des 
Lésungsmittels 6,0 g der hydrierten Substanz gewonnen. Zur Entfernung zucker- 
haltiger Verunreinigungen kristallisierte man das reduzierte Produkt aus Pyridin 
wie friiher beschrieben® um und erhielt so 4,1 g einer gereinigten hydrierten Colamin- 
kephalin-Fraktion (3,8% P nach Teorell%). 

3,8 g der reduzierten Colaminkephalin-Fraktion wurden mit der 15fachen 
Menge 4proz. methanol. Salzsiure 2 Stdn. unter RiickfluB gespalten. Der beim 
Abkiihlen gebildete gallertartige Niederschlag verschwindet beim Ausschiitteln mit 
Petrolather, das 4mal wiederholt wird. 

Die vereinigten Petrolatherextrakte werden mit waiBr. Methanol sehr lange 
gewaschen. Um die starker Emulsionen zu vermeiden, ging man dabei so vor, daB 
man zunachst mit 90proz. Methanol, dann mit 80proz. usw. so oft ausschiittelte, 
bis keine Emulsionen mehr entstanden. Das Waschen wurde beendet, wenn die 
petrolatherische Lésung mit Wasser nicht mehr emulgierte. Nach Trocknen und 


122 H. E. Carter, D. B.Smith u. D.N. Jones, J. ktiol. Chemistry 282, 681 
[1958]. 
13 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 
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Abdestillieren des Lésungsmittels wurden 1,6 g Fettsiuremethylester erhalten 
(0,1% P). 

Mie methanol. Waschwasser und die methanol. Salzsiure wurden vereinigt 
und auf etwa 20 cm® eingeengt, das Konzentrat im Cellophanschlauch gegen dest, 
Wasser dialysiert, bis im Dialysat kein Cl° mehr nachweisbar war. Der gefrier. 
getrocknete Dialysierriickstand (1,3 g) stellte ein Rohprodukt des Gemisches 
der Batyl- und Chimylalkoholphosphorsauren dar (6,0% P). 


b) Aus der Rohlecithin-Fraktion 


Da man durch die Alkoholfallung des Atherextraktes von Gehirn eine ,,Roh. 
lecithin‘‘-Fraktion mit einem Plasmalgehalt* von 12,7% (Plasmalbestimmung nach 
Feulgen*) erhielt, wurde vermutet, daB sich in dieser Fraktion ebenfalls Colamin. 
plasmalogene befinden. Tatsachlich konnte von dieser durch Saulenchromato. 
graphie! eine Colaminkephalin-Fraktion (21,5% Plasmal, 3,3% P, 2,8% Galactose) 
abgetrennt werden. Auch davon wurden insgesamt 7,3 g in kleinen Ansatzen von 
jeweils etwa 2 g wie oben beschrieben hydriert und 4,8 g des Hydrierungsproduktes 
aus Pyridin umkristallisiert. Ausbeute: 2,5 g (3,9% P). Aus 2,29 g des umkristal. 
lisierten Hydrierungsproduktes gewann man, wie oben fiir Substanz A beschrieben, 
0,83 g eines Rohproduktes der Phosphorsaureester der Glycerinather (5,7% P), 


II. Darstellung der Glycerinather 
(Gemisch von Chimyl- und Batylalkohol) 


Von den Rohprodukten der Phosphorsiureester obiger Alkohole, wurde die 
Abspaltung der Phosphorsaure auf relativ schonende Weise nach der von Malkin 
und Mitarbeitern® angegebenen, etwas modifizierten Methode folgendermaBen 
durchgefiihrt: Die Substanz wurde in der 60fachen Menge Essigsiureanhydrid/ 
Eisessig 2:3 8 Stdn. unter RiickfluB gespalten. Nachdem die Lésung im Vak. stark 
eingeengt wufde, versetzte man sie mit Wasser und schiittelte 4mal mit Ather 
aus. Die vereinigten Atherextrakte wurden mit Wasser neutral gewaschen, iiber 
Na,SO, getrocknet und das Diacetat nach Abdestillieren des Lésungsmittels er- 
halten. Das IR-Spektrum des Diacetats zeigt die fiir die «-Struktur charakteristi- 
schen Banden bei 9,55 und 10,4 p. 

Zur Verseifung versetzte man das Diacetat mit dem 40fachen Vol. In NaOH 
und lie iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen. Nachdem die Lauge 3mal mit 
Ather ausgewaschen, die vereinigten Atherextrakte 3mal mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und vom Lésungsmittel befreit waren, erhielt man als Riickstand ein 
Gemisch der Glycerinather. 


Ubersicht iiber die Darstellungen der Glycerinather aus den Phosphorsaureestern. 








Versuch Phosphorsaureester Diacetat Glycerinather 
a. (mg) (mg) | (%P) (mg) 
1 49,8 39,2 0,4 13,1 
2 95,2 71,0 0,8 37,7 
3* 287,4 200,8 0,2 
106,0** 78,0 











* Bei Versuch 3 wurde 2mal mit Essigsiiureanhydrid gespalten. 
** Das Diacetat wurde bei —15® aus Athanol umkristallisiert. Schmp. 28,0—29,0°. (Batyl- 
alkohol-Diacetat Schmp.: 36,0 —36,5°)}*. 


4 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

15 D. N. Rhodes u. C. H. Lea, Biochem. J. 65, 526 [1957]. 

16 W.H. Davies, J. M. Heilbron u. W. E. Jones, J. chem. Soc. [London] 
1933, 165; 1934, 1232; E. Baer u. H. O. L. Fischer, J. biol. Chemistry 140, 397 
[1941]. 

* Ber. als Dimethylacetal. 
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Das in Versuch 3 nach dem Verseifen des umkristallisierten Diacetats erhaltene 
Prip. 3 wurde aus der 10fachen Menge Essigester bei + 2° umkristallisiert. Das in 
einer Ausbeute von 88% erhaltene Produkt war rein wei8 und kristallin. Schmp.: 
§2,5—63,0°, 


Batylalkohol (Glycerin-«-octadecylither) Schmp.: 70—71° 16 
Chimylalkohol (Glycerin-«-hexadecylather) Schmp.: 64—65° 1” 


CioH4o0;* (316,5) Ber. C 72,10 H 12,74 
C,,H,,0;** (344,6) Ber. C 73,20 H 12,87 
Gef. C 73,12 H 12,42 


* Chimylalkohol ** Batylalkohol 


III. Oxydation der isolierten Glycerinather mit Perjodat 
a) Qualitative Bestimmung 


Zur Chromatographie wurde mit Kieselsiure impragniertes Papier!® (Schleicher 
& Schiill 2043b) verwandt. 0,01—0,02 uMol der Substanz, in Chloroform gelést, 
werden in Abstanden von 2 cm auf der Startlinie aufgetragen und bei + 6° auf- 
steigend in Diisobutylketon/Eisessig/Wasser 40:20:3 4—6 Stdn. entwickelt. Nach 
12stdg. Trocknen der Chromatogramme werden diese wie folgt gefarbt: 


1. Das Papier wird 5—10 Min. in verdiinnte fuchsinschweflige Saure eingelegt 
(3 cm? fuchsinschweflige Saure nach Feulgen und Mitarbeitern!* werden mit 
0,05 m schwefliger Saure auf 100 ml aufgefillt) und 3—5mal mit schwefliger 
Saure ausgewaschen. Aldehydhaltige Substanzen farben sich dabei rot- 
violett. 

2. Die letzte Waschfliissigkeit (schweflige Saure) wird mit 20 ml einer 0,005 proz. 
waBr. Lésung von Rhodamin 6G versetzt. Nach 5 Min. lassen sich die Lipoide 
auf dem Chromatogramm im- UV-Licht als fluoreszierende Flecke leicht 
erkennen. 


Zunachst wurden die Praparate 1 und 2 (siehe Tabelle) chromatographiert. 
Als Vergleichssubstanzen dienten Chimyl- und Batylalkohol aus Fischélen sowie 
synthetisch gewonnene Proben von Batylalkoho! und seinem f-Isomeren. 

Alle vorgenannten Substanzen gaben keine Farbung mit fuchsinschwefliger 
Siure, waren jedoch nach Behandlung mit Rhodamin 6G im UV-Licht deutlich zu 
erkennen. Sie lagen dicht hinter der Front und waren durch die Laufgeschwindigkeit 
nicht voneinander zu unterscheiden. In weiteren Chromatogrammen wurde Pra- 
parat 2 zweimal aufgetragen, davon wurde ein Fleck an der Startlinie 314 Stdn. mit 
0,01n JOG-Lésung feucht gehalten, ehe man das Chromatogramm wie oben be- 
schrieben entwickelte. Als Vergleichssubstanzen liefen je zweimal Batylalkohol und 
das B-Isomere mit, von denen jeweils ein Fleck mit JO3-Lisung behandelt, der 
andere unbehandelt war. 

Nach der Anfarbung mit fuchsinschwefliger Saure zeigte die mit Perjodat 
behandelte Probe von Prap. 2 ebenso wie die des Batylalkohols eine starke Violett- 
farbung. Die unbehandelten Proben waren absolut farblos und lagen kurz hinter 
den plasmalpositiven Flecken. Die mit JO,° unter den gleichen Bedingungen be- 
handelte Probe des #-Isomeren des Batylalkohols zeigte weder in der Anfarbbarkeit, 
noch im Ry-Wert einen Unterschied zu der unbehandelten Probe, war also auch 
durch Perjodat nicht oxydiert worden. (Darstellung des Papierchromatogrammes 
erfolgte bereits an anderer Stelle.) 


17 W.H. Davies, J. M. Heilbron u. W. M. Owens, J. chem. Soc. [London] 
1930, 2542. 

18 G. V. Marinetti, J. Erbland u. J. Kochen, Federation Proc. 16, 839 
[1957]. 
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b) Quantitative Bestimmung 


«) Bestimmung des Verbrauchs an Perjodat: 8—10 mg von Praparat? 
bzw. 3 wurden in einem 50 ml MeBkolben in etwas warmem Athanol gelést, 10 mj 
einer 0,01n JO,°-Lésung zugegeben, mit Athanol auf 50 mi aufgefillt und my, 
Oxydation bei Zimmertemperatur im Dunkeln aufbewahrt. Nach 114, 3, 22 und 
44 Stdn. wurden jeweils 5 ml der Reaktionslésung entnommen. Nach Zufiigen yon 
10 mi einer gesétt. NaHCO,-Lésung und 2 m/ einer 15proz. KJ-Lésung titrierte 
man 5 Min. spaiter mit 0,01m Arsenit-Lésung unter Zusatz von einigen Tropfen 
Stairkelésung. Ein Leerwert, ganz analog behandelt, wurde bei jeder Entnahme 
mittitriert. Als Vergleichssubstanz diente eine Probe von aus Haifischdél isoliertem 
Batylalkohol. 

Den Verlauf der Oxydation, sowohl der Vergleichssubstanz als auch der 
gewonnenen Praparate 2 bzw. 3 zeigt Abb. 2. 

Die Vergleichssubstanz wurde auBerdem 68 bzw. 108 Stdn. unter den gleichen 
Bedingungen oxydiert. Der Verbrauch an Perjodat blieb jedoch konstant. Er betrug 
jeweils 95 (100%) der Theorie. 

Eine synthetisch gewonnene Probe des f-Isomeren des Batylalkohols 
(0,5 mMol) verbrauchte innerhalb der ersten 2 Stdn. 0,02 mMol Perjodsaure. Auch 
bei langerer Einwirkungszeit (3 bzw. 4 Stdn.) blieb dieser Wert konstant. 

6) Bestimmung des gebildeten Formaldehyds: Die vonMacFadyen" 
ausgearbeitete, von Karnovsky und Brumm?”® auf «-Glycerinather angewandte 
Methode zur Bestimmung des Formaldehyds wurde wie folgt durchgefiihrt: 1—2 mg 
des Prap. 3 wurden in ein 10-ml-Me8kélbchen eingewogen, in 1 ml 95proz. Athanol 

elést und mit 1 ml einer Perjodatlésung versetzt, die 250 mg JO,° in 25 ml 95 proz. 

thanol enthielt. Die Lésung blieb 1 Stde. im Dunkeln stehen. Zur Unterbrechung 
der Reaktion, gab man 1,5 ml ln HCl und 5,0 ml 0,1n Arsenit zu. Nach gutem 
Durchmischen lie man die Lésung so lange stehen, bis die gelbbraune Farbe ver- 
schwunden war, fiillte dann mit Wasser bis zur Marke auf und filtrierte nach Zugabe 
von etwas Celite. 0,5 m/ des klaren Filtrates wurden in ein auf 10 ml geeichtes 
Reagenzglas pipettiert und mit dem frisch angesetzten Chromotropsaure-Reagenz!® 
auf 10 ml aufgefillt und 30 Min. in ein siedendes Wasserbad gestellt. Nach Abkiihlen 
auf Zimmertemperatur wurden in einem Spektrophotometer (,,Unicam‘‘) bei 
570 my in 1-cm-Kiivetten die Extinktionen gegen Wasser oder gegen das Chromo- 
tropsdure-Reagenz abgelesen. 

Als Testsubstanz diente Batylalkohol aus Haifischél. 

Testsubstanz: 1,913 (1,504) mg; H: 0,460 (0,359) 
Praparat 3: 1,635 (1,620) mg; H: 0,400 (0,380) 
entsprechend 101 (98) % der Theorie. 


Zusammenfassung 


Durch Hydrierung des Colaminplasmalogens des Gehirns und Hydro- 
lyse der entstandenen Atherphosphatide wurde ein Gemisch von Batyl- 
und Chimylalkoholphosphorsiure dargestellt und daraus das entspre- 
chende Alkoholgemisch isoliert. Es wurde auf Grund der Elementar- 
analyse, des Schmelzpunktes und des Diacetates identifiziert. Auf Grund 
des Infrarotspektrums, des Perjodsiure-Verbrauches und des dabei ge- 
bildeten Formaldehyds wurde bewiesen, dab es sich dabei um reine a- 
Glycerinither handelt, d. h. daB sich die Aldehyde des Colaminplasma- 
logens in «-Stellung des Glycerins befinden. 


19 D. A. MacFadyen, J. biol. Chemistry 158, 107 [1945]. 
20 M. L. Karnovsky u. A. F. Brumm, J. biol. Chemistry 216, 689 [1955]. 
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Summary 


By hydrogenation of the colamine plasmalogen of brain and 
;ydrolysis of the resulting ether-phosphatides, a mixture of batyl- and 
chimyl alcohol phosphoric acid has been obtained from which the 
corresponding mixture of alcohols has been prepared. The identification 
has been performed by elementary analysis, melting point and prepara- 
tion of the diacetate. From the i.r.-spectrum, the periodate consumption 
and the amount of formaldehyde formed in this reaction it was concluded, 
that the compounds are pure «-glycerol-ethers, i.e., the aldehydes of 
the colamine plasmalogen are bound to the «-position of the glycerol. 


Doz. Dr. Hildegard Debuch, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Kiln, Kéln-Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Str. 52. 
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Cetasin, ein Inhaltsstoff der Warmbliitermuskulatur 
Von 
Ernst Miiller 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. August 1959) 


Friiher wurde iiber eine basische Substanz aus Walmuskulatur berichtet!, die 
sich jetzt als ein Dipeptid erwies. Nach der Hydrolyse lassen sich zwei Komponenten 
papierchromatographisch nachweisen, von denen die eine mit groBer Wahrschein. 
lichkeit £-Alanin ist. Die andere konnte noch nicht eindeutig identifiziert werden, 

Weitere Untersuchungen ergaben das Vorhandensein einer N-Methylgruppe, 
und die C, H, N-Werte der freien Base, des Mono- und Dipikrates sowie des Di. 
diliturates stimmen auf C,)H,,.N,03, also auf ein Isomeres des Anserins und Ophi- 
dins®. Ophidin, das die Methylgruppe an C-2 des Imidazolringes tragt und eine 
positive Diazoreaktion gibt, kann nicht mit der gefundenen Base identisch sein, 
die diese Reaktion nicht gibt. Die Substanz unterscheidet sich aber auch eindeutig 
von Anserin, und da sie im Walmuskelextrakt gefunden wurde, wird der Name 
Cetasin, analog dem Carnosin und Anserin, vorgeschlagen. Die Unterschiede be- 
stehen in der optischen Drehung, + 30,02° gegen + 11,58°, in der Kupferverbindung, 
die im Gegengatz zu Anserinkupfer nicht die charakteristische Rotfarbung zeigt, 
im Infrarotspektrum (Abbildung)* und in den Ry-Werten in Phenol bei HCI- 
Atmosphare. In einigen anderen Laufmittelsystemen sind die Rr-Werte von Cetasin 
und Anserin nicht signifikant verschieden, auch bei der Hochspannungselektro- 
phorese laufen die beiden Substanzen gleich schnell. Die Schmelzpunkte liegen nahe 
beieinander, aber der Misch-Schmelzpunkt ist erniedrigt. 

Bei der Ahnlichkeit der Dipeptide Cetasin und Anserin ist mit der Méglichkeit 
zu rechnen, daB die zweite Aminosiure 3-Methyl-histidin ist, im Gegensatz zu 
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* Fir die Anfertigung der Infrarotspektren danke ich Herrn Delle vom 
Physikalisch-Chemischen Institut und Herrn Priv.-Doz. Dr. Henschler vom 
Pharmakologischen Institut. 

1 KE. Miller, diese Z. 287, 40 [1951]. 

2 H. Imamura, J. Biochemistry [Tokyo] 30, 479 [1939]; K. Kendo, eben- 
da 36, 265 [1944]; T. Tomita, diese Z. 304, 72 [1956]; T. Ono u. R. Hirohata, 
diese Z. 804, 77 [1956]. 
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|-Methyl-histidin bei Anserin. 3-Methyl-histidin ist von Tallan und Mitarbeitern*® 
im Menschenharn und in der Katzenmuskulatur gefunden worden. Die Autoren 
yerneinen allerdings das Vorkommen eines 3-Methy]-histidinpeptides in der Katzen- 
muskulatur auf Grund ihrer Hydrolyseversuche, nach denen sich der Gehalt an 
4.Methyl-histidin nicht vermehrte. Wenn mehr Material zur Verfiigung steht, soll 
die Natur des zweiten Partners geklart werden. 

Wabhrscheinlich kommt Cetasin nicht nur beim Wal, sondern auch bei anderen 
Tieren vor, vielleicht in unterschiedlichen Mengen, wie das von Carnosin und Anserin 
bekannt ist’. Es ist noch zu klaren, ob Cetasin auBer in der Muskulatur noch in 
anderen Organen enthalten ist. 

Die Arbeit wurde mit Mitteln'der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefiihrt, der ich auch an dieser Stelle meinen Dank fiir die Unterstiitzung 
aussprechen méchte. 


Beschreibung der Versuche 


Die Isolierung des Cetasins aus Walmuskulatur wurde bereits beschrieben’. 


CioH,gN,0;3 (240,3) Ber. C 49,99 H 6,71 N 23,32 N-CH, 6,26 
Gef. C 49,45 H6,73 N 22,39 N-CH, 5,15 


Schmp. 234—244° (Kofler) ; [x]? : + 30,02° (c = 2,05, in Wasser). 

Zum Vergleich Anserin, das Prof. Ackermann dankenswerterweise zur Ver- 
figung stellte: [a]z: + 11,58° (ec = 1,77, in Wasser). Lit.®: [a]} = + 11,26°. 
Aus konz. waBr. Lésung fallt mit alkoholischer Pikrinséiure bei py 4 das Mono- 
pikrat, das einmal aus Wasser umkristallisiert wird; Schmp. 230—232° (Kofler). 

Ci9Hi N03 * CsH3N,0, (469.4) Ber. C 40,94 H 4,08 N 20,89 

Gef. C 40,65 H 4,09 N 20,32 

Bei po 2—3 fallt das Dipikrat, das einmal aus Wasser umkristallisiert wird. 
Schmp.: 140—142° (Kofler). . 

C1oHygN403 * CioHgN,O,, (698.5) Ber. C 37,83 H3,18 N 20,06 

Gef. C 37,74 H3,29 N 19,38 

Aus konz. waBr. Lésung fallt mit einem UberschuB von gesatt. waBr. Dilitur- 
siure das Di-diliturat, das einmal aus Wasser umkristallisiert wird. Schmp.: 
235—240° (Zers.). 

C,oHygN 403 * CgHgN,O19 (586.4) Gef. C 37,09 H4,03 N 22,94 

Ber. C 36,86 H 3,78 WN 23,89 

Die in iiblicher Weise mit frisch gefalltem Kupfercarbonat hergestellte Kupfer- 
verbindung kristallisiert nicht aus Wasser, sondern gibt einen dunkelblauen Lack. 
Dieser ist aus waBr.-methanol. Lésung mit Athanol fallbar. Weder beim Trocknen 
in der Warme, noch bei Behandlung mit Athanol wird der blaue Niederschlag rot. 
In der Kapillare beginnt Zersetzung bei 190°. 

Ein kristallines Nitrat zu gewinnen, miflingt im Gegensatz zu Carnosin und 
Anserin. 


Papierchromatographie 


Papier: Schleicher & Schill 2043b, aufsteigende Methode, Laufmittel: Wasser- 
gesitt. Phenol mit 50 mg Titriplex III/100 g Phenol, in HCl-Atmosphiare®. — Nach 





3-H. H. Tallan, W. H. Steinu.S. Moore, J. biol. Chemistry 206, 825 [1954]. 
4 F. A. Hoppe-Seyler, W. Linneweh u. F. Linneweh, diese Z. 184, 276 
[1929]; D. Ackermann u. F.A.Hoppe-Seyler, diese Z. 197, 135 [1931]; 
W. A. Wolff u. D. W. Wilson, J. biol. Chemistry 95, 495 [1932]; 109, 565 [1935]; 
A. Deutsch, M.G. Eggleton u. P. Eggleton, Biochem. J. 32, 203 [1938]; 
. L. Davey, Nature [London] 179, 209 [1957]. 

5 D. Ackermann, O. Timpe u. K. Poller, diese Z. 183, 1 [1929]. 

6 T. Wood, Nature [London] 180, 39 [1957]. 
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21—28 Stdn. Laufzeit wird drei Tage in gutem Abzug an der Luft getrocknet, mit 
0,2proz. Ninhydrin in Alkohol bespriiht und mehrmals kurz auf 115° erhitzt, 
Ry-Werte: Cetasin 0,75; Anserin 0,68. 


Hydrolyse 

21,7 mg Cetasin werden mit 10 mi 6n HCl 11 Stdn. am RiickfluBkiihler hydro. 
lysiert und das Hydrolysat im Vak. zur Trockne gebracht. Der in Wasser auf. 
genommene Riickstand wird in einen schwach basischen Anionenaustauscher 
(2,1x 14cm, Merck II) eingewaschen und mit 1proz. Essigsaure eluiert, bis die 
Ninhydrinreaktion negativ ist. Der essigsiurefreie Vak.-Trockenriickstand deg 
Eluats wird als 1proz. Lésung in 50proz. Methanol zur Papierchromatographie 
wie oben beschrieben benutzt. Bei iiblicher Behandlung mit Ninhydrin erscheinen 
zwei Flecke: 1. Ry 0,59, identisch mit authent. B-Alanin; 2. Ry 0,86 (Werte aus 
1] Ansatzen). Bei analog behandeltem Anserin ergeben sich die Ry-Werte 0,59 
und 0,75. 

Die Diazoreaktion nach Pauly ist, wie schon mitgeteilt!, negativ. 


Zusammenfassung 


Aus Walmuskulatur wird ein Dipeptid, Cetasin, mit der Summenformel 
C,9H,gN,0y isoliert, dessen eine Komponente f-Alanin zu sein scheint. Es ist von 
rin, Carnosin und Ophidin verschieden. 


Summary 


A dipeptide, cetasine, with the empirical formula C,)H,,N,03, has been isolated 
from whale muscle. One of its components seems to be f-alanine. It differs from 
anserine, carnosine and ophidine. 


Prof. Dr. Ernst Miller, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Wiirzburg, KoellikerstraBe 2. 
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Trennung, Reinigung und Eigenschaften 
der mitochondrialen Xylit-Dehydrogenasen 
der Meerschweinchenleber 
Von 
S. Hollmann 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Géttingen und dem Department 
of Biochemistry, Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, Tennessee, USA* 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1959) 
Herrn Professor Dr. Karl Thomas zu seinem 75. Geburtstag gewidmet 


Nachdem Touster und Mitarbeiter! gezeigt hatten, daB L-Xylulose, 
der bei essentieller Pentosurie im Harn ausgeschiedene Zucker, durch die 
strukturierten Anteile von Meerschweinchen-Lebermitochondrien in einer 
reversiblen Reaktion zu Xylit reduziert wird, waren von mir zusammen 
mit Touster®® Versuche unternommen worden, das fiir diese Reaktion 
verantwortliche Ferment nachzuweisen. Uberraschenderweise fiihrten 
diese Versuche zur Entdeckung von zwei Xylit dehydrierenden Pyridin- 
fermenten, die sich in ihrer Substratspezifitait, ihren physikochemischen 
Eigenschaften und hinsichtlich ihres Coferment-Bedarfes unterscheiden, 
und durch deren gekoppelte Wirkung eine Umwandlung der L- in die 
D-Xylulose nach folgendem Schema erméglicht wird : 





TPNH + H® TPN® - DPN®@ DPNH + H® #** 
L-Xylulose a en Xylit se ~ p-Xylulose 








TPN-Xylit (L-Xylulose)-DH DPN-Xylit (D-Xylulose)-DH 


Auf Grund dieser Befunde war von uns die Hypothese aufgestellt worden, 
daB die aus Glucuronsaure entstehende L-Xylulose iiber Xylit in D-Xylulose um- 
gewandelt wird, die ihrerseits nach Phosphorylierung als D-Xylulose-5-phosphat 


* Die in Gottingen durchgefiihrten Untersuchungen wurden durch eine Sach- 
beihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt; die in Nashville 
angestellten Versuche wurden ermdglicht durch ein Stipendium, das Herrn Dr. 
0. Touster, Nashville, von der National Science Foundation gewahrt worden 
war (Grant G-1924). 

** Verwendete Abkiirzungen: DPN, TPN: oxydiertes Di- bzw. Tri- 
phosphopyridinnucleotid; DPNH, TPNH: reduziertes Di- bzw. Triphosphopyridin- 
nucleotid ; DH: Dehydrogenase; Tris: Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan; ADTA: 
Dinatrium-athylendiamin-tetraessigsaure ; p-CMB: p-Chlormercuri-benzoat ; DEAE- 
Cellulose: Diéthyl-aminoathyl-Cellulose. 

1 0. Touster, V.H. Reynolds u. R. M. Hutcheson, J. biol. Chemistry 
221, 697 [1956]. 

2 §. Hollmann u. O. Touster, J. Amer. chem. Soc. 78, 3544 [1956]. 

8 §. Hollmann u. O. Touster, J. biol. Chemistry 225, 87 [1957]. 
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unter der Wirkung der Transketolase in den Pentosephosphatcyclus einmiindet, 
Das fehlende Glied in dieser Kette, die p-Xylulokinase, wurde kurze Zeit spater 
von Hickman u. Ashwell‘ in Kalberleber nachgewiesen. Als in der Folgezeit 
sowohl der Mechanismus der L-Xylulose- Bildung aus Glucuronsaure iiber L-Gulon. 
siure®, als auch die Wege fiir die Bildung freier Glucuronsaure aus meso-Inosit’ 
bzw. Uridindiphosphatglucuronsaure’ aufgeklirt werden konnten, waren damit 
alle Einzelreaktionen eines neuen Hexose-Pentose-Cyclus bekannt, der durch die 
Bezeichnung ,,Glucuronséure-Xylulose-Cyclus‘‘ kurz charakterisiert werden soll, 
DaB dieser aus in-vitro-Versuchen erschlossene KreisprozeB in vivo tatsachlich 
ablauft, ist inzwischen durch Versuche unter Verwendung von 3H.-, 14C- bzw. 1¢. 
markierten Zwischenstufen diesés Cyelus (meso-Inosit®, p-Glucuronsaurelacton?, 
L-Gulonsaurelacton®!°, Xylit!!) eindeutig bewiesen worden. 


Die eingangs genannten Xylit-Dehydrogenasen, die fiir die entschei- 
dende Umwandiung der enantiomorphen Xyluloseformen im Verlauf des 
Glucuronsiiure-X ylulose-Cyclus verantwortlich sind, waren bisher nur in 
einer Rohfermentlésung untersucht worden, welche durch eine Butanol. 
Behandlung von Lebermitochondrien-Riickstiénden gewonnen worden 
war®3, Uber eine Reinigung dieser beiden Fermente zwecks Verwendung 
zur Bestimmung der stereoisomeren Xylulosen haben Hickman und 
Ashwell” kiirzlich kerichtet. Von ihnen sind auch die fiir diese Fermente 
hier benutzten Namen vorgeschlagen worden. Zur Charakterisierung 
der von uns entdeckten mitochondrialen DPN-Xylit(D-Xylulose)-DH?5 
kann das Verfahren von Hickman und Ash well jedoch nicht angewandt 
werden, da eine Dehydrogenase gleicher oder aihnlicher Spezifitat eben- 
falls im Cytoplasma der Leberzelle vorkommt!*-15. Eine Unterscheidung 
zwischen cytoplasmatischer und mitochondrialer Xylit-DH ist aber bei 


4 J. Hickman u. G. Ashwell, J. Amer. chem. Soc. 78, 6209 [1956]; J. biol. 
Chemistry 282, 737 [1958]. 

5 M.ul Hassan u. A. L. Lehninger, J. biol. Chemistry 228, 123 [1956]; 
A. P.Grollman u. A. L. Lehninger, Arch. Biochem. Biophysics 69, 458 [1957]; 
C. Bublitz, A. P. Grollmanu. A. L. Lehninger, Federation Proc. 16, 382 [1957]; 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 27, 221 [1958]; J. J. Burns u. J. Kanfer, 
J. Amer. chem. Soc. 79, 3604 [1957];S. Ishikawau. K. Noguchi, J. Biochemistry 
[Tokyo] 44, 465 [1957]; G. Ashwell, J. Kanferu.J. J. Burns, J. biol. Chemistry 
234, 472 [1959]. 

6 F.C.Charalampous u. C.Lyras, J. biol. Chemistry 228, 1 [1957]; 
F.C. Charalampous, 8. Bumilleru. 8S. Graham, J. Amer. chem. Soc. 80, 2022 
[1958]; F. C. Charalampous, J. biol. Chemistry 284, 220 [1959]. 

* V. Ginsburg, A. Weissbach u. E. S. Maxwell, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 28, 649 [1958]. 

8 L. Anderson u. R.H. Coots, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
28, 666 [1958]; J.J. Burns, N.Trousof, C. Evans, N. Papadopoulos u. 
B. W. Agranoff, ebenda 33, 215 [1959]. 

® F. Eisenberg Jr., P.G. Dayton u. J. J. Burns, J. biol. Chemistry 234, 
250 [1959]. 

10 J.J. Burns, P.G. Dayton wu. F. Eisenberg Jr., Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam ] 25, 647 [1957]. 

1D. B. McCormick u. O. Touster, J. biol. Chemistry 229, 451 [1957]. 

2 J. Hickman u. G. Ashwell, J. biol. Chemistry 284, 758 [1959]. 

13 R. L. Blakley, Biochem. J. 49, 257 [1951]. 

4 J. McCorkindale u. N. L. Edson, Biochem. J. 57, 518 [1954]. 

1 H.G. Williams-Ashman u. J. Banks, Arch. Biochem. Biophysics 50, 
513 [1954]. 
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dem von den Autoren gewahlten, von Acetontrockenpulver aus Leber- 
yvollhomogenat ausgehenden Reinigungsverfahren unméglich. Im folgen- 
den soll daher iiber eine Trennungs- und Reinigungsmethode berichtet 
werden, die nur die mitochondrialen Xylit-Dehydrogenasen erfaBt und 
die daher zur niheren Charakterisierung dieser beiden Fermente geeignet 
erscheint. 


Material und Methodik 


Xylit wurde dargestellt aus p-Xylose durch Reduktion mit Raney-Nickel'®*, 
1-Xylulose aus L-Xylose durch Isomerisierung in Pyridin'’'. Folgende Polyalkohole 
waren Handelspraparate: Ribit (Nutritional Biochemicals Corporation), p-Sorbit 
(Matheson, Coleman & Bell) und Allit (General Biochemicals, Inc.). Die iibrigen 
Polyalkohole und Ketosen wurden freundlicherweise von den folgenden Herren zur 
Verfiigung gestellt, denen ich auch an dieser Stelle hierfiir bestens danken méchte: 
L-Threit, L-Idit, D-Glycero-p-glucoheptit = 6-Sedoheptit und «-p-Altroheptulose = 
a-D-Sedoheptulose, letztere als Hexaacetat, (Dr. N. K. Richtmyer, Bethesda); 
p-Allulose = D-Psicose (Prof. Dr. K. Heyns, Hamburg) ; 3-Desoxy-xylit (Dr. P. W. 
Kent, Oxford). Sedoheptulose-hexaacetat wurde mit Bariummethoxyd bei 0° nach 
Richtmyer und Pratt!® deacetyliert, und die resultierende Lésung des freien 
Zuckers nach Neutralisation an einem gemischten Ionenaustauscher entionisiert 
und anschlieBend im Vak. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

DPN und TPN waren Praparate der Firmen Pabst Laboratories und Boehringer 
& Sdhne, DPNH und TPNH wurden von der Firma Boehringer & Séhne bezogen. 
Calciumphosphatgel und Aluminiumhydroxyd C,-Gel wurden von der Firma 
Sigma Chemical Company, Diathyl-aminoathyl-(DEAE-)Cellulose von der Firma 
Serva-Entwicklungslabor hergestellt. 

pu-Messungen wurden unter Verwendung einer Glaselektrode durchgefiihrt. 

Meerschweinchenleber war, wie in den fritheren Versuchen**, Ausgangs- 
material fiir die Darstellung der Fermentpraparate. Tiere beiderlei Geschlechts aus 
vier verschiedenen Zuchten mit einem Gewicht von 450 bis 900 g nach 24stdg. 
Hungern kamen zur Verwendung. Die Aktivitats-Unterschiede zwischen Ferment- 
praparaten aus Tiergruppen verschiedener Herkunft waren nicht gréBer als die 
individuellen Schwankungen innerhalb einer homogenen Versuchstiergruppe. 


Die Darstellung der mitochondrialen Dehydrogenasen 
muBte aus den einleitend genannten Griinden von Suspensionen reiner 
Mitochondrien ausgehen, um eine Verunreinigung mit Fermenten des 
Cytoplasmas zu vermeiden. Der Trennung und Reinigung der beiden De- 
hydrogenasen muBte ferner ihre Uberfiihrung in eine wasserlésliche Form 
voraufgehen. Da die Methodik der Gewinnung des Rohfermentextraktes 
bereits an anderer Stelle*® ausfiihrlich geschildert worden ist, soll das 
Wesentliche bis zu diesem Stadium hier nur kurz zusammengefaft 
werden. 


Der gesamte Arbeitsgang wurde mit Ausnahme der Tétung der Tiere im 
Kihlraum bei 0 bis + 2° durchgefiihrt. Die in Eis gekiihlten und mit der Schere 
grob zerkleinerten Lebern wurden in einem Glashomogenisator mit einem motor- 
betriebenen Teflon-Pistill in 8,5proz. (0,25m) Saccharoselésung homogenisiert. Nach 
Abtrennung der ,,Kernfraktion‘‘ (Zellkerne, Erythrocyten, intakte Leberzellen) 
durch zweimaliges Zentrifugieren von je 5 Min. bei 600 x g wurde zum Uberstand 


16 J. V. Karabinos u. A. T. Ballun, J. Amer. chem. Soc. 75, 4501 [1953]. 
17 Q.T. Schmidt u. R. Treiber, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1765 [1933]. 
18 N. K. Richtmyer u. J. W. Pratt, J. Amer. chem. Soc. 78, 4717 [1956]. 


13* 
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1/9 seines Volumens 1,5m KCl zugesetzt. Aus dieser Suspension wurden die Mito. 
chondrien nach 10 Min. durch Zentrifugieren bei 1600 x g isoliert* und durch drej. 
maliges Resuspendieren in 0,15mKC1/0,015m NaHCO, sorgfaltig gewaschen. Nach. 
dem die gewaschenen Mitochondrien durch 1 stdg. Stehenlassen in dest. Wasser be; 
0° zum Quellen gebracht worden waren, wurden sie homogenisiert, und ihre struk. 
turierten Anteile durch Zentrifugieren bei 13 000 x g von der léslichen Fraktion 
abgetrennt. Die so gewonnenen Mitochondrien-Riicksténde wurden in 0,02m 
Natriumphosphatpuffer, py 7,92—7,98, suspendiert und zwecks Freisetzung der 
beiden Polyalkohol-Dehydrogenasen anschlieBend einer, erstmals von Morton! 
angewandten, Behandlung mit n-Butanol unterworfen: Vorgekiihltes n-Butanol 
wurde unter standigem Riihren, aus einer Biirette langsam den Glasrihrer herab. 
flieBend, in einer Gesamtmenge von 40% des Volumens der Phosphatsuspension 
der letzteren zugesetzt. Wahrend der Zugabe, deren Dauer optimal 80—90 Min, 
betrigt, wurde die AuBentemperatur schrittweise von —1 auf —5° gesenkt. Nach 
Abschlu8 der Butanolzugabe wurde das Riihren 30 Min. bei —5° fortgesetzt. Die 
resultierende Emulsion wurde dann 30 Min. bei 21 000 x g bei —8° zentrifugiert, 
wodurch Butanol- und waBr. Phase, getrennt durch eine kompakte Schicht von 
denaturiertem Protein, so scharf voneinander abgesetzt werden, daB die ferment. 
haltige, waBr. Phase durch einfaches Dekantieren der Butanolschicht erhalten 
werden kann. Das durch Gefriertrocknung der filtrierten, waBr., gelb gefarbten 
Lésung gewonnene Trockenpraparat behailt bei —15° seine Aktivitaét unverandert 
iiber mehrere Wochen. Nach dem beschriebenen Verfahren lassen sich maximal 
100 bis 125 g Leber in einem Arbeitsgang an einem Tag aufarbeiten. 


Die Bestimmung der Fermentaktivitaten erfolgte im optischen Test 
durch Messung der Absorptionsbande der reduzierten Pyridinnucleotide bei 340 mp 
im Beckman-Spektrophotometer, Modell DU, unter Verwendung von Quarz. 
Kiivetten mit einer Schichtdicke von 1,00 cm. Die Standardzusammensetzung 
der Testansitze war, wenn nicht anders vermerkt, die folgende: 150 uMol Trispuffer, 
pu 8,07—8,13; 24 uMol MgCl, ; 19,7 uMol Polyalkohol; 0,394 uMol DPN bzw. TPN; 
0,1—0,3 ml Fermentlésung (nach Moéglichkeit nicht mehr als 10 Einheiten ent. 
haltend) ; Endvolumen 3,0 ml. Die Reaktion wurde jeweils durch Zusatz der Pyridin. 
nucleotide gestartet. Die Leerwerte enthielten bei sonst gleicher Zusammensetzung 
keinen Polyalkohol. Die gewahlte Polyalkohol-Konzentration ist nur fir Xylit 
optimal. Sie muBte aber zur Erzielung vergleichbarer Bedingungen auch fiir die 
iibrigen Polyalkohole beibehalten werden, obgleich bei dieser Konzentration unter. 
halb der Substratsittigung des Fermentes gemessen wurde. Die Temperatur 
betrug 23°. 

Der Berechnung der Aktivitaten wurde die initiale Reaktionsgeschwindigkeit 
zugrunde gelegt. Da die Reaktionsgeschwindigkeit infolge der niedrigen Gleich- 
gewichtskonstanten aller untersuchten Reaktionen sehr rasch abnimmt, wurde aus- 
schlieBlich die Extinktionsinderung bei 340 my von der 60. bis zur 120. Sek. nach 
Cofermentzusatz bei der Berechnung verwertet. 


Alle Angaben iiber Einheiten beziehen sich auf Xylit.als Substrat. Eine 
Einheit ist definiert als diejenige Fermentmenge, die unter ,,Standardbedingungen“ 
einen Anstieg der Extinktion bei 340 mu um 0,001 in der 2. Min. nach Coferment- 
zusatz bewirkt. Spezif. Aktivitét ist ausgedriickt als Einheiten der Ferment- 
aktivitét/mg Protein. Protein wurde mit dem Folin-Reagenz nach Lowry und 
Mitarbeitern?® bestimmt. 


1° R. K. Morton in: S. P. Colowick u. N. 0. Kaplan, Methods in Enzy- 
mology, Bd. I, 8. 48; Academic Press, New York 1955. 

20 0. H. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265 [1951]. 

* Bei diesen und allen folgenden Zentrifugierungen wurde die Kiihlzentrifuge 
Universal Rapid, Christ, Osterode, benutzt, fiir deren Anschaffung Herrn Professor 
Dr. Deuticke Mittel von der Research Corporation, New York, zur Verfiigung 
gestellt worden waren. 
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Die Bedingungen der Teste, in denen in umgekehrter Richtung die Reduktion 
yon Ketosen in Gegenwart der hydrierten Pyridinnucleotide gemessen wurde, sind 
bei den entsprechenden Versuchen angegeben. 


Trennung der mitochondrialen Xylit-Dehydrogenasen 


Die gesamte Aufarbeitung erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, im Kiihlraum 
bei 0 bis +2°. 

Rohfermentlésung: Das durch Gefriertrocknung des wiBr. Extraktes aus 
Mitochondrienriickstanden gewonnene Trockenpraparat wird in einer 50% des ur- 
springlichen Lebergewichtes entsprechenden Menge dest. Wassers gelést. Die 
filtrierte Lésung (Fraktion I) hatte im Mittel aller Darstellungsversuche einen 
EiweiBgehalt von 10,7 + 0,7 mg/ml. 

Dialyse: Da in fritheren Versuchen*® eine Aktivitatssteigerung der in der 
Rohfermentlésung partiell glhhemmten DPN-Xylit-DH wahrend Dialyse gegen dest. 
Wasser festgestellt worden war, wurde Frakt. I regelmaBig vor der anschlieBenden 
Reinigung zur vollen Aktivierung dieses Fermentes in Cellulose-Dialysierschlauchen 
(@ flach 28—29 mm, Porendurchmesser 48 A) gegen etwa 61 flieBenden, dest. 
Wassers auf einer Schaukel 14 Stdn. dialysiert. Das Volumen stieg dabei um durch- 
schnittlich 18% an, die spezif. Aktivitat des DPN-Fermentes im Mittel um 52%. 
Eine EiweiBfallung findet bei der Dialyse nicht statt. Die mégliche Ursache dieser 
,Aktivierung‘‘ wird bei Besprechung der Eigenschaften des DPN-Fermentes erdér- 
tert werden (s. S. 203f.). Der pu der dialysierten Lésung (Fraktion II) betrug 
konstant 6,6. 

Die in den ersten Versuchen®* zur Charakterisierung der TPN-Xylit-DH 
gefundene Inaktivierung dieses Fermentes bei Dialyse gegen Wasser wurde in 
spiteren Versuchen nie mehr beobachtet, seitdem zur Dialyse doppelt destilliertes 
Wasser benutzt wurde, so daB sie auf Schwermetallspuren in dem friiher verwandten 
entionisierten Wasser zuriickgefiihrt werden muB. In den acht Darstellungsversuchen, 
in denen gegen dest. Wasser dialysiert wurde, betrug die spezifische Aktivitat des 
TPN-Fermentes in Frakt. II im Mittel 103,2 + 6,4% der in Frakt. I. 

Calciumphosphatgel-Adsorption: Zur Frakt. II wird Calciumphosphat- 
gel (2 mg Gel-Trockensubstanz/mg Protein) tropfenweise unter Schiitteln zugesetzt. 
Nach 15 Min. Stehenlassen in Eis unter gelegentlichem Schiitteln wird das Gel ab- 
zentrifugiert. Im giinstigsten Fall enthielt das Dekantat 98% des TPN- und nur 
9% des DPN-Fermentes. 

Die Trennung der beiden Dehydrogenasen hangt entscheidend vom Alter des 
Gels ab. Die oben erwaihnte, nahezu quantitative Trennung wird mit einem etwa 
12 Monate ,,gealterten‘‘ Gel erzielt. Wird das Gel langer als 12 Monate bei + 4° 
aufbewahrt, so nimmt seine Fahigkeit zur Adsorption des DPN-Fermentes rasch ab. 
Nach 18 Monaten Alterung wurden vom gleichen Gel unter gleichen Bedingungen 
z. B. nur noch etwa 60% der DPN-Xylit-DH aus Frakt. II adsorbiert. 

In allen Fallen, in denen ein Probetest am Dekantat eine Adsorption von 
weniger als 70% des DPN-Fermentes anzeigt, wird das Dekantat einer zweiten 
Behandlung mit Calciumphosphatgel wie oben unterworfen, jedoch mit dem Unter- 
schied, daB nur 0,65 mg Gel/mg Protein in Frakt. 11 dem Dekantat zugesetzt 
werden. Durch diese zweimalige Gelbehandlung wurden regelmaBig 92—96% des 
DPN-Fermentes aus Fraktion II adsorbiert. Das nach Zentrifugieren gewonnene 
Dekantat (Fraktion III) dient als Ausgangslésung fiir die Reinigung des TPN- 
Fermentes, wahrend die Ausgangslésung fiir die Reinigung der DPN-Xylit-DH 
durch Elution der beiden Gelriickstaénde gewonnen wird. 


Reinigung der DPN-Xylit(p-Xylulose)-Dehydrogenase 


Phosphat-Elution des Calciumphosphatgels: Die geringen, vom Gel 
mitgerissenen Mengen des TPN-Fermentes werden durch einmaliges Auswaschen 
des ersten Gelriickstandes mit dest. Wasser (9% des Frakt.-II-Vol.) zum gréBten 
Teil entfernt und verworfen. Die beiden Gelriickstande werden sodann vereinigt 
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und sechsmal mit je 5% des Frakt.-II-Vol. 0,1m Natriumphosphatpuffer, py 7,18, 
eluiert. Bei jeder Elution wird das Gel im Puffer gleichmaBig suspendiert und nach 
einer Extraktionsdauer von je 15 Min. bei 0° abzentrifugiert. In den vereinigten, 
filtrierten, klaren, goldgelb gefairbten Dekantaten (Fraktion IV) betrug die Aus. 
beute an DPN-Ferment im Mittel 75°, bezogen auf den Gehalt in Frakt. IT. 


Erste Fraktionierung mit Ammoniumsulfat: Zu Frakt. IV wird bei 0° 
unter stindigem Riihren 1/, ihres Volumens kaltgesatt., mit konz. Ammoniak auf 
pu 7,1 eingestellte Ammoniumsulfatlésung zugesetzt. Das 40 Min. nach dem 
Zusatz ausgefallene, inaktive Protein wird abzentrifugiert. Durch Erhéhung der 
Ammoniumsulfat-Konzentration im Uberstand von 25 auf 65% Sattigung durch 
Zugabe von 0,267 g pulverisierten Ammoniumsulfats pro ml Uberstand wird sodann 
das DPN-Ferment ausgefallt. Das Ammoniumsulfat wird unter standigem Riihren 
bei 0° wahrend etwa 15 Min. langsam in die Lésung eingestreut. Das ausgefiillte 
Protein wird 30 Min. nach Beendigung des Ammoniumsulfatzusatzes abzentrifugiert 
und in dest. Wasser, entsprechend der Halfte des Frakt.-IV-Vol., gelést. Die klare, 
leicht gelbgriine Lésung (Fraktion V) enthielt 80—97% des DPN-Fermentes der 
vorangehenden Fraktion. 

Fraktionierung mit Aceton: Zur auf 0° gekiihlten Frakt. V wird unter 
Riihren Aceton (vorgekiihlt auf —18°) in einer Menge von %/, des Frakt.-V-Vol. 
wahrend 10 Min. zugetropft. Wahrend der Acetonzugabe wird die Temperatur 
allmahlich auf —7° gesenkt. 10 Min. nach Beendigung des Acetonzusatzes wird das 
gefallte, inaktive Protein bei —8° abzentrifugiert. Durch weiteren Zusatz von 
Aceton (4/, des Frakt.-V-Vol.) zum Uberstand wird die Acetonkonzentration von 
30 auf 50% erhéht (Dauer der Zugabe 10 Min., Temperatur am Ende —10°). Der 
gebildete Niederschlag wird 5 Min. spaiter bei —11° abzentrifugiert, in der Hilfte 
des Frakt.-V-Vol. 0,005m Natriumphosphatpuffer, py 6,93—7,0, suspendiert und 
in einem Cellulose-Dialysierschlauch 14 Stdn. bei 1° gegen 31 des gleichen Puffers 
dialysiert. Die-nach Abzentrifugieren des ungelésten Proteins resultierende, leicht 
gelb gefirbte Lésung (Fraktion VI) enthielt im Mittel 89% des DPN-Fermentes 
der Frakt. V und war vollig frei von TPN-Xylit-DH. 


Behandlung mit DEAE-Cellulose: Die durch Behandlung mit diesem 
Anionenaustauscher erzielte Reinigung beruht auf Adsorption von Verunreinigungen. 
Zur Vorbehandlung des Austauschers werden 14,5 mg DEAE-SF-Cellulose 
(Austauschkapazitat 0,72 mAquiv./g, Stickstoffgehalt 1,07%) pro mg Protein der 
Frakt. VI (entsprechend 10 uAquiv./mg Protein) im Zentrifugenglas mit der 
10fachen Gewichtsmenge 0,25n NaOH versetzt. Nach 10 Min. wird die Suspension 
zentrifugiert, und die Natronlauge abgegossen. Der Riickstand wird dann zunachst 
dreimal mit dem 20fachen Vol. Wasser und anschlieBend so oft mit dem 20fachen 
Vol. 0,005m Natriumphosphatpuffer, px 6,93—7,0, gewaschen (20—22mal), bis der 
pu des nach Zentrifugieren erhaltenen Dekantates mit dem des Phosphatpuffers 
iibereinstimmt. 

Der vorbehandelte Anionenaustauscher wird bei 0° in der Frakt. VI suspendiert, 
nach 10 Min. abzentrifugiert und dreimal mit dem 0,005m Natriumphosphatpuffer, 
pu 6,93—7,0 (je 50% des Frakt.-VI-Vol.) gewaschen. Nach jedem Aufwirbeln bleibt 
die Suspension 15 Min. bei 0° stehen und wird dann 15 Min. bei 5500 x g zentrifugiert. 
Die mit dem ersten Dekantat vereinigten drei Waschfliissigkeiten (Fraktion VII) 
stellen eine farblose, wasserklare Lésung dar mit einem Gehalt an DPN-Ferment 
von durchschnittlich 73% des Gehaltes in Frakt. VI. 


Zweite Fraktionierung mit Ammoniumsulfat: Frakt. VII wird einer 
zweiten Fraktionierung mit Ammoniumsulfat unterworfen, durchgefiihrt analog 
der ersten, jedoch mit dem Unterschied, da8 wegen der niedrigen EiweiBkonzen- 
tration die Fallung ausschlieBlich mit Ammoniumsulfat in Substanz erfolgt, um 
eine weitere VolumenvergréBerung zu vermeiden. Der zwischen 30% (0,176 g/ml 
Frakt. VII) und 60% Ammoniumsulfatsattigung (0,39 g/ml Frakt. VII) ausfallende 
Niederschlag wird abzentrifugiert und in so viel Wasser gelést, daB 0,1 ml der klaren, 
farblosen Lésung (Fraktion VIII) 10—15 Einheiten des DPN-Fermentes enthalt. 
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Reinigung der TPN-Xylit(L-Xylulose)-Dehydrogenase 


Wahrend die Aktivitat des TPN-Fermentes in der Rohfermentlésung (Frakt. I) 
bei + 2° tiber mehrere Wochen unverandert bleibt, nimmt sie nach Dialyse (Frakt. IT) 
und besonders nach der Calciumphosphatgel- Behandlung (Frakt. ITI) sehr rasch ab. 
In Frakt. III betrug der Aktivitatsabfall wihrend Aufbewahrung bei + 2° in einem 
Versuch z. B. in 43 Stdn. 13%, in 94 Stdn. 33% und in 186 Stdn. 83%. Die Trennung 
der beiden Xylit-Dehydrogenasen und die Reinigung des TPN-Fermentes wurden 
daher von der Calciumphosphatgel-Adsorption ab an einem Tag durchgefiihrt. 
Da das TPN-Ferment auBerdem in geringem Umfang durch Zusatze von Puffer, 
Athylendiamin-tetraacetat (ADTA) und Glutathion stabilisiert wird, erfolgten die 
nachstehend beschriebenen Reinigungsschritte in Gegenwart der genannten Sub- 
stanzen. Eine Steigerung der Ausbeute wurde durch diese Zusatze allerdings nicht 
erreicht. 

Ammoniumsulfat-Fraktionierung: Dem Uberstand der Calcium- 
phosphatgel-Adsorption (Frakt. III) werden nach Klaren durch 20 Min. Zentri- 
fugieren bei 13 000 xg je!/,, seines Volumens 0,1m Natriumphosphatpuffer, px 6,8, 
ud 0,05m Cystein in lproz. ADTA, px 6,8, zugesetzt (Endkonzentrationen: 
0,005m Phosphat, 0,0025m Cystein, 0,05% ADTA). Die klare, griinlichgelbe Lésung 
wird sodann mit Ammoniumsulfat in Substanz fraktioniert. Das verwandte Am- 
moniumsulfat war vorher aus heiBem, 0,2 proz. ADTA bei schwach ammoniakalischer 
Reaktion umkristallisiert worden. Das zwischen 0 und 50% Sattigung (0,313 g 
Ammoniumsulfat/ml) ausfallende Protein wird abzentrifugiert und in 0,001m 
Glutathion enthaltend 0,05% ADTA, px 6,6 (18—20% des Frakt.-III-Vol.) gelést. 
Die klare, schwach gelb gefarbte Lésung (Fraktion IX) enthielt im Mittel 41% 
des TPN-Fermentes der Frakt. ITI. 

Fraktionierung mit Aceton: Zu Frakt. IX wird in derselben Weise, wie 
fir die Reinigung des DPN-Fermentes beschrieben, das gleiche Volumen Aceton 
(vorgekiihlt auf —18°) unter kontinuierlicher Senkung der Temperatur im Ansatz 
von 0 auf —10° wahrend 15 Min. zugesetzt. Der aus inaktivem Protein bestehende 
Niederschlag wird sofort nach Beendigung der Acetonzugabe bei —11° abzentri- 
fugiert. Zum Uberstand wird weiter unter Senkung der Temperatur auf —15° 
wahrend 15 Min. 4/, des Frakt.-IX-Vol. Aceton zugegeben (Acetonendkonzentration 
70%). Das gefallte Protein wird sofort bei —16° abzentrifugiert und in 0,1m Tris- 
puffer, enthaltend 0,0025m Cystein und 0,05% ADTA, px 7,45, (entsprechend !/, des 
Frakt.-[X-Vol.) suspendiert. Die nach Abtrennung eines geringen unldslichen An- 
teiles resultierende klare, farblose Lésung (Fraktion X) enthielt im Mittel aller 
Versuche 36% des TPN-Fermentes der Frakt. IX und war vollig frei von DPN- 


Xylit(p-Xylulose)-DH. 
Ergebnisse 


Mittels des vorstehend beschriebenen Verfahrens wurden nach Vor- 
versuchen insgesamt 1210 g Leber von 58 Meerschweinchen in sechs Ver- 
suchen mit gut reproduzierbaren Ergebnissen aufgearbeitet. Ein Versuch 
ist in Tab. 1 als Beispiel wiedergegeben. Die erzielte Reinigung und Aus- 
beute wurde fiir beide Fermente grundsitzlich auf die spezifische Aktivi- 
tit bzw. den Gesamtfermentgehalt in Frakt. II bezogen, da bei einem 
Bezug auf Frakt. I fiir das DPN-Ferment infolge seiner partiellen Hem- 
mung in dieser Rohfe mentlésung zu hohe Werte vorgetiiuscht worden 
wiren. 

Die geringen Ausbeuten an TPN-Ferment und damit der geringe 
Reinigungsgrad sind durch die schon erwihnte groBe Labilitait dieses 
Fermentes zu erkliren, die mit fortschreitender Reinigung noch zunimmt. 
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Tab. 1. Trennung und Reinigung der mitochondrialen Xylit-Dehydrogenasen, 










TPN-Xylit(L-Xylulose)- 
Dehydrogenase 


DPN-Xylit(D- Xylulose)- 
Dehydrogenase 





Fraktion Reinigungs- 
faktor (bez. 
Spezif.) aut spezif. 
Akt. | Akt. in 

Frakt. IT) 








Ausbeute 
in % des 
Fehaltes in 
Frakt. II 


Spezif. 
Akt. 


Reinigungs- 
faktor (bez. 
auf spezif. 
Akt. in 
Frakt. IT) 


Ausbeute 
in % des 
Gehaltes in 
Frakt. II 








Dialysierte 
i Rohfermentlésung 7,56 . 


100 


1,74 


1 


100 











Phosphat-Eluat 
nach Calcium- 1.06 
phosphatgel- é 
Adsorption 






2,9 


7,03 


4,0 


83 





1. Fallung mit 
Vv Ammoniumsulfat 0,09 

zwischen 

25—65% Satt. 






81 





yy Fallung mit Aceton 0 
zwischen 30—50% 





63,8 





Uberstand nach 
VII Behandlung mit _- — 
DEAE-Cellulose 









2. Fallufg mit 
VI Ammoniumsulfat 

zwischen 

30—80% Satt. 







38,2 








Uberstand nach 
III Calciumphosphat- | 16,6 2,2 
gel-Adsorption 





83,6 










Fallung mit 
Ammoniumsulfat 22,9 3,0 
zwischen 

0—50% Satt. 


37, 


or 









Fallung mit Aceton 66,5 8,8 

















zwischen 50—70% 














Zusatz jeweils gestartet. 


13,5 











In Frakt. 1X betrug der Aktivititsverlust in einem Versuch in 88 Stdn. 
beispielsweise 69% gegeniiber einem Abfall von 33% in 94 Stdn. in 
Frakt. III. In Frakt. X sank im gleichen Versuch die Aktivitat in 20 Stdn. 
um 77% ab. Wegen der stabilisierenden Wirkung von Sulfhydrylverbin- 
dungen und ADTA auf das TPN-Ferment wurden den Ansitzen zur 
Aktivitétsmessung von Frakt. IX ab aufer den unter ,,Standardzusam- 
mensetzung“‘ genannten Substanzen zusiitzlich Cystein und ADTA in 
Endkonzentrationen von 0,0025m bzw. 0,05% zugesetzt. Erst nach 
15 Min. Vorinkubation mit Cystein wurden die Reaktionen durch TPN- 
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Rigenschaften der TPN-Xylit(L-Xylulose)-Dehydrogenase 


Die partielle Stabilisierung der Aktivitat des TPN-Fermentes durch 
(ystein und Glutathion und die hohe Empfindlichkeit gegeniiber Schwer- 
metallen lieBen bereits vermuten, daB freie SH-Gruppen am Ferment 
fir seine Wirkung erforderlich sind. Diese Annahme wurde durch Ver- 
suche mit p-Chlormercuri-benzoat (p-CMB) bewiesen, das in einer Kon- 
zentration von 2x 10-*m das Ferment zu 89% hemmt. 28% dieser Hem- 
mung kénnen durch 5x 10-3m Glutathion wieder aufgehoben werden. 
Anhaltspunkte fiir einen Metallbedarf des Fermentes wurden nicht ge- 
wonnen. Zugabe von Zn”® hat auf die Aktivitaét keinerlei Einflu8 unab- 
hingig vom Reinheitsgrad des Fermentes. 

Wegen der geringen Ausbeuten an TPN-Ferment bei den Fiallungen mit 
Ammoniumsulfat und Aceton war versucht worden, Adsorptionsverfahren fiir seine 
Anreicherung einzusetzen. Von Calciumphosphatgel wird das TPN-Ferment nicht 
adsorbiert, wie aus den Ausfiihrungen iiber die Trennung der beiden Xylit-Dehydro- 
genasen hervorgeht. Aluminiumhydroxyd C,-Gel und Anionenaustauscher (z. B. 
DEAE-Cellulose) sind dagegen sehr wirksame Adsorbentien fiir das TPN-Ferment 
und adsorbieren es unter geeigneten Bedingungen bei pq 7 quantitativ aus seiner 
Lésung. Die Bindung des Fermentes ist aber in beiden Fallen so fest, daB trotz 
weitgehender Variation des py und der Molaritat der zur Elution verwandten Puffer 
selbst durch die wirksamsten Elutionsmittel, wie Ammoniumsulfat und Pyro- 
phosphat, maximal nur 17% des Fermentes wieder eluiert werden kénnen. Fiir eine 
Reinigung des Fermentes kamen diese Adsorptionen daher nicht in Betracht. 

Die in friiheren Versuchen an der Rohfermentlésung iiber die Spe- 
zifitat des TPN-Fermentes erhobenen Befunde* konnten in Versuchen 
an Frakt. X bestatigt werden. Das Ferment ist absolut spezifisch fiir 
Xylit und L-Xylulose und hat einen absoluten TPN-Bedarf. Es ist véllig 
inaktiv, wenn TPN durch DPN ersetzt wird. Hickman und Ashwell” 
gelangten in ihren Versuchen zu den gleichen Ergebnissen. 

Die thermodynamische Gleichgewichtskonstante fiir die Xylit- 
Oxydation 
_ [t-Xylulose] x [TPNH] x [H®] 


‘* [Xylit] x [TPN®] 





wurde unter Verwendung von Frakt. X (19,4 Einheiten TPN-Ferment/ 
Ansatz) neu bestimmt. In 5 Ansiitzen mit einer Anfangskonzentration 
von je 6,57 10-3m Xylit und 2,51x10-*m TPN® und einem pr im 
Gleichgewicht zwischen 7,00 und 8,24 wurde im Mittel ein K-Wert von 
2,97 x 10-11 gefunden. Der Berechnung wurde ein molarer Extinktions- 
koeffizient fiir TPNH von 6,22 10® cm?/Mol bei 340 my zugrunde ge- 
legt?!. Der unter Benutzung der Rohfermentlésung?’ friiher ermittelte, 
hohere Wert von 8,58 x 10-7! ist vielleicht auf die gleichzeitige Anwesen- 
heit des DPN-Fermentes in diesem Priparat zuriickzufiihren. 

Der EinfluB der Xylit-Konzentration im Bereich zwischen 0,004 und 
0,06m auf die initiale Reaktionsgeschwindigkeit des TPN-Fermentes ist 


21 B. L. Horecker u. A. Kornberg, J. biol. Chemistry 175, 385 [1948]. 
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in Abb. la dargestellt. Bei der graphischen Auswertung nach Line. 
weaver und Burk” (Abb. lb) wurde fiir die Michaelis-Konstante ein 
Wert von Km = 2,54x10-2m berechnet. Hickman und Ashwell” 
geben fiir L-Xylulose einen K,,-Wert von 2,9 10-4m an. 
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Abb. 1. a) EinfluB der Xylitkonzentration auf die Initialgeschwindigkeit der Oxy. 

dation von Xylit durch die TPN-Xylit(L-Xylulose)-Dehydrogenase. Die Ansitze 

enthielten in 3 ml: 150 uMol Trispuffer, py 8,07; 24 wMol MgCl,; 7,5 «Mol Cystein; 

1,5mg Na,-ADTA; 0,5 uMol TPN; 25 Einheiten TPN-Ferment. b) Auswertung 
nach Lineweaver und Burk: 1/V = 9,7; Km = 2,54 x 10-®m. 


Die absolute Spezifitat der TPN-Xylit(L-Xylulose)-DH fiir L-Xylulose und 
die giinstige Lage der Gleichgewichtskonstante lassen dieses Ferment fiir eine 
spezifische Mikrobestimmung von L-Xylulose als besonders geeignet erscheinen. 
Die Moéglichkeit einer solchen Verwertung fiir analytische Zwecke wurde im 
optischen Test in Inkubationsmischungen folgender Zusammensetzung iiberpriift: 
150 uMol Trispuffer, py 7,5; 24 uMol MgCl,; 7,5 «Mol Cystein; 1,5 mg Na,-ADTA; 
0,36 uMol TPNH; 25 Einheiten TPN-Ferment; Endvolumen 3 ml. In einem Bereich 
zwischen 0,04 bis 0,16 «Mol L-Xylulose pro Ansatz betrug die L-Xylulose-Ausbeute, 
berechnet aus der Extinktionsabnahme bei 340 my, unter den genannten Be. 
dingungen im Mittel 96 + 4,8% der Theorie. Trotz dieses befriedigenden Ergeb- 
nisses mu8 dem nach Hickman und Ashwell” gereinigten TPN-Ferment wegen 
seiner gréBeren Bestandigkeit der Vorzug bei analytischen Arbeiten gegeben werden. 


Die DPN-Xylit(D-X ylulose)-Dehydrogenase 
1. Eigenschaften 


Das in Abb. 2 dargestellte UV-Absorptionsspektrum eines 40fach ge- 
reinigten Praparates zeigt ein Maximum bei 278 mu mit einem Extink- 
tionskoeffizienten 6 (1 mg Protein/m/, Schichtdicke 10 mm) von 0,87. 
Der Quotient Pogo/Begomu betragt 1,58. Ein nennenswerter Gehalt des 
Fermentes an Nucleotiden oder Nucleinsiuren ist bereits bei dem vorlie- 
genden Reinheitsgrad auf Grund dieses Wertes auszuschlieBen. 


Durch 2x 10-4m p-Chlormercuri-benzoat wird das DPN-Ferment 


Glutathion wieder aufgehoben. Wegen der hohen Empfindlichkeit gegen- 





#2 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 





komplett gehemmt. Nur 13° dieser Hemmung werden durch 5 x 10-8m- 
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iber SH-Reagenzien wurde untersucht, ob durch Zusiitze von SH-Ver- 
bindungen zum Testmedium eine Aktivititssteigerung des Fermentes 
ezielt werden kann. Statt einer Steigerung der Aktivitat wurde bei Vor- 
inkubation mit Cystein aber regelmaiBig eine Hemmung beobachtet 














oh ae 


TY 1A 


















































20260 260 300 , + FY oT 
almp) —=— Mn. 
Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 2. UV-Absorptionsspektrum der 40fach gereinigten DPN-Xylit (D-Xylulose)- 
Dehydrogenase. 686 ug Protein/ml in 0,02 m Natriumphosphat, pq 7,2, Schicht- 
dicke 10 mm. 


Abb. 3. EinfluB von Cystein, 8-Hydroxy-chinolin und Zinksulfat auf die Oxydation 

von Xylit durch die DPN-Xylit (p-Xylulose)-Dehydrogenase (9,5 Einheiten DPN- 

Ferment/Ansatz). A: Standardbedingungen; in den anderen Versuchen 15 Min. 

Vorinkubation, B: mit 2,5 x 10-%m Cystein, C: mit 2,5 x 10-%m Cystein + 
2,5 x 10-4m Zinksulfat, D: mit 2,5 x 10-%m 8-Hydroxy-chinolin. 


(Abb. 3, Versuch B), die bei 2,5 x 10-m Cystein 26—45%, im Mittel 34% 
betrug. Die nachstliegende Erklirung fiir diese Inhibitorwirkung des 
Cysteins ist ein Zinkentzug aus dem Fermentprotein infolge der Fahigkeit 
des Cysteins zur Bildung von Zinkkomplexen*’. Die aus diesen Tatsachen 
und Uberlegungen entwickelte Vorstellung, da die DPN-Xylit(D-Xylu- 
lose)-DH ein Zinkproteid ist, wird bestitigt durch die nahezu vollige 
Hemmbarkeit des Fermentes durch 2,5 10-°m 8-Hydroxy-chinolin 
(Abb. 3, Versuch D) und durch den Befund, daB gleichzeitiger Zusatz von 
Zinksulfat zusammen mit Cystein die Cysteinhemmung nicht nur auf- 
hebt, sondern sogar die Fermentaktivitat iiber den unter Standardbedin- 
gungen gemessenen Wert ansteigen lit (Abb. 3, Kurve C). Gleichzeitiger 
Zusatz von DPN ist dagegen nicht imstande, die Hemmwirkung des 
Cysteins herabzusetzen. 


Die Hemmbarkeit des DPN-Fermentes durch Cystein gibt eine Erklarungs- 
méglichkeit fiir die bei der Dialyse der Rohfermentlésung (Frakt. I) beobachtete 
,Aktivierung‘‘ dieses Fermentes. Zumindest ist auffallig, daB die Hemmung der 
Aktivitat in Frakt. I gegeniiber Frakt. IT mit durchschnittlich 34% genauso groB 
ist wie die durch Cysteinzusatz erzielbare Hemmwirkung. Ob die Cysteinkonzen- 


88 G. Weitzel, E. Buddecke, A.M. Fretzdorff, F.J.Strecker u. U. 
Roester, diese Z. 299, 193 [1955]. 
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tration in der Frakt. I fiir diesen Effekt ausreicht, wurde nicht untersucht. Auch in 
der Literatur liegen iiber den Gehalt der Lebermitochondrien an dialysierbaren 
SH-Verbindungen keine Angaben vor. 

Die Erklarung der Aktivierung durch eine Entfernung von freiem Cystein 
gewinnt dadurch weiter an Wahrscheinlichkeit, daB die andere Méglichkeit, Ent. 
fernung oder Inaktivierung eines DPNH-zerstérenden bzw. -verbrauchenden Systems, 
die eine Aktivierung des DPN-Fermentes vortiauschen wiirde, ausgeschlossen werden 
konnte. Denn bei Inkubation von DPNH mit Frakt. I findet zwar eine spontane 
Abnahme der Extinktion bei 340 my, eine gleiche Abnahme aber auch bei Ver. 
wendung der dialysierten Frakt. II statt. Dieser spontane DPNH-Schwund ist in 
den Frakt. IV und V nur noch sehr gering und ab Frakt. VI iiberhaupt nicht mehr 
nachweisbar. Er kann nicht durch eine in den ersten Fraktionen enthaltene DPN.-age 
erklart werden, da Nicotinséureamid in einer Konzentration von 0,15m, bei der 
tierische DPN-asen komplett gehemmt sind”, auf diesen Schwund keinerlei Einflug 
hat. Obwohl diese Versuche demnach die Existenz einer mit der Wirkung des DPN. 
Fermentes konkurrierenden, DPNH-verbrauchenden Reaktion in den ersten 
Fraktionen beweisen, zeigen sie aber auch, da dieses System in den Frakt. I und II 
gleich aktiv ist, also nicht fiir Aktivitatsunterschiede dieser beiden Fraktionen 
verantwortlich gemacht werden kann, und daB es endgiiltig erst bei der Aceton. 
fallung ausgeschaltet wird. 


2. Spezifitat und Einheitlichkeit des DPN-Fermentes 


Schon friihere Versuche hatten ergeben*, daB durch das DPN-Fer. 
ment folgende Reaktionen katalysiert werden: 


L-Threit — t-Erythrulose Ribit —. p-Ribulose 
Xylit — p-Xylulose p-Sorbit —. p-Fructese 
L-Idit — L-Sorbose 


Als Oxydationsprodukt des ebenfalls durch das DPN-Ferment oxydier- 
baren D-Glycero-D-glucoheptits war zunichst die L-Guloheptulose ange- 
nommen worden, Neue Versuche bewiesen indessen eindeutig, daB die aus 
D-Glycero-D-glucoheptit gebildete Ketoheptose in Wirklichkeit D-Sedo- 
heptulose (D-Altroheptulose) ist. Zusiitzlich konnte jetzt noch die Reak- 
tion Allit — D-Allulose unter der Wirkung des DPN-Fermentes gezeigt 
werden. Das Ferment ist in allen Fillen véllig inaktiv, wenn DPN durch 
TPN ersetzt wird. 

Fiir die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten der Oxydation der ge- 
nannten sieben Polyalkohole wurden unter Standardbedingungen und 
unter Verwendung von Fraktion VIII als Fermentpriparat in einem 
Versuch die folgenden Verhiltniszahlen gewonnen, die auf eine initiale 
Oxydationsgeschwindigkeit fiir Xylit gleich 100 bezogen sind: 


t-Idit v-Sorbit Xylit p-Glycero- Ribit Allit -Threit 
D-glucoheptit 
115 110 100 58 48 29 26 


Die Identifizierung von D-Allulose (D-Psicose) bzw. D-Sedoheptulose 
als Oxydationsprodukte von Allit bzw. D-Glycero-D-glucoheptit (D- 
Sedoheptit) griindet sich auf die Reaktivitait dieser Ketosen im optischen 





4 P. Handler u. J. R. Klein, J. biol. Chemistry 148, 49 [1942]. 
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Test (Abb. 4), auf die Identitat ihrer Ry-Werte mit denen der authen- 
tischen Ketosen und im Falle der D-Allulose auf ihr Absorptionsspektrum 
bei der Reaktion mit Orcin. Eine Isolierung der Ketosen war nicht még- 
lich, da die entsprechenden Polyalkohole nur in Mengen von wenigen mg 


a i aS 
. 








Reduktion von p-Allulose und p-Sedoheptulose 
durch die DPN-Xylit-(p-Xylulose)-Dehydro- 
genase. py 7,57; Ansatz (3 ml): 21,7 uMol Ke- 
tose; 0,21 uMol DPNH; 15,5 Einheiten DPN- 
Ferment (Frakt. VIII) + Zusatz der Ketosen, 























A: D-Sedoheptulose, B: p-Allulose. rn 
02 ‘ 
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7) 60 90 
Min 


zur Verfiigung standen, und da auBerdem die Ketoseausbeute trotz Kop- 
pelung der Reaktionen mit Brenztraubensiure und Milchsiure-Dehydro- 
genase als DPNH-reoxydierendem System nicht iiber 8% im Mittel ge- 
steigert werden konnte. 1 


Vor der papierchromatographischen Untersuchung der fermentativ gebildeter. 
Ketosen und vor der Ausfiihrung von Farbreaktionen wurde aus den mittels 
ZnSO,/Ba(OH),”° enteiweiBten Fermentansaitzen das DPN zunachst durch die gerade 
ausreichende Menge Kohle entfernt (10 mg Darco G4o/uMol Nucleotid). Die DPN- 
freien Filtrate wurden dann an einer Saéule aus Amberlite IR-120 (H®) und Duolite 
A-4 (CO,”°) entionisiert und im Vak. auf ein kleines Volumen eingeengt. Aus den 
eingeengten Lésungen wurde der Hauptteil der nicht umgesetzten Polyalkohole mit 
absol. Athanol ausgefallt. Die Uberstande nach der Athanolfallung, die neben den 
Ketosen immer noch reichlich Polyalkohol enthielten, wurden schlieBlich einer 
priparativen, aufsteigenden Papierchromatographie auf ausgewaschenen Bégen 
2316 M (Schleicher & Schiill) in 80% n-Propanol unterworfen. Die aus den Bégen 
an Hand von Leitstreifen ausgeschnittenen Horizontalzonen der Ketosen wurden 
bei + 1° mit Wasser eluiert. Diese Eluate wurden nach Einengen im Vak. auf geeig- 
nete Volumina fiir die Identifizierung der Ketosen verwandt. 


Die papierchromatographische Untersuchung der Ketoselésungen 
erfolgte auf ausgewaschenen Streifen 2316 M, aufsteigend in 80% n-Pro- 
panol und auf Streifen 2043 b Mgl (Schleicher & Schiill) ebenfalls aufstei- 
gend in Athylacetat/Eisessig/Wasser 3:1:3, obere Phase. Auf den Chro- 
matogrammen wurde Allulose mit Naphthoresorcin*®, Sedoheptulose mit 


25 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 160, 69 [1945]. 
26 J. L. Bryson u. T. J. Mitchell, Nature [London] 167, 864 [1951]. 
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dem fiir Ketoheptosen spezifischen Orcin-Reagenz nach Klevstrand 
und Nordal?’ in der Modifikation von Hochster?® nachgewiesen. Die 
fiir die Oxydationsprodukte von Allit bzw. D-Glycero-D-glucoheptit in 
den beiden Lésungsmitteln gefundenen Ry-Werte sind zusammen mit 
den Ry-Werten authentischer D-Allulose und D-Sedoheptulose in Tab. 2 
wiedergegeben. 


Tab. 2. Rr-Werte von p-Allulose und p-Sedoheptulose. 


























in 80% in Athylacetat/Eisessig/ 
n-Propanol Wasser 3:1:3, obere Phase 
p-Allgipae .. «4s « «0 6 2 2 % 0,44 0,45 0,33 
Allit-Produkt. ......... 0,44 0,32 
D-Sedoheptulose ........ 0,36 0,07 
D-Glycero-p-glucoheptit-Produkt . 0,36 g 0,07 0,06 


Zur Identifizierung der Allulose wurde ferner die Orcin-Reaktion 
nach Mej baum?® mit einer Erhitzungsdauer von 40 statt 20 Min. heran. 
gezogen, mit deren Hilfe nicht nur eine Unterscheidung der beiden Keto. 
pentosen**°, sondern auch eine Identifizierung von Ketohexosen méglich 
ist?. D-Allulose und das Oxydationsprodukt von Allit liefern identische 
Absorptionsspektren in dieser Reaktion mit Maxima bei 410 und 520 mu 
und einem Quotienten D5oo/D,4;. von 0,54 fiir D-Allulose bzw. 0,59 fiir 
das Allit-Produkt. Fiir Fructose liegen die Maxima bei 420 und 530 mu 
(D530/D429 = 0,5) und fiir Sorbose bei 424 und 540 my (D549/D 424 = 1,26). 
Analoge Farbteste zur weiteren Identifizierung der Sedoheptulose konn- 
ten aus schon erwahnten Griinden nicht durchgefiihrt werden. 

Die sieben durch die DPN-Xylit(D-Xylulose)-DH oxydierbaren 
Polyalkohole haben an ihren C-Atomen 2 bis 4 entweder D-Xylo- oder 
D-Ribo-Konfiguration : 


CH,OH CH,OH 
H—C—OH H—C—OH 
H—C—OH HO—C—H 
H—C_OH H—C—OH 
p-Ribo-Typ p-Xylo-Typ 


Es ist naheliegend, fiir die Oxydation dieser beiden Konfigurationstypen 
zwei verschiedene Dehydrogenasen verantwortlich zu machen, zumal die 
von Hickman und Ashwell”? gereinigte DPN-Xylit-DH nach Angaben 


27 R. Klevstrand u. A. Nordal, Acta chem. scand. 4, 1520 [1950]. 

28 R. M. Hochster, Canad. J. Microbiol. 1, 346 [1955]. 

29 W. Mejbaun, diese Z. 258, 117 [1939]. 

30 Pp. K. Stumpf u. B. L. Horecker, J. biol. Chemistry 218, 753 [1956]. 
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dieser Autoren gegeniiber D-Ribulose inaktiv ist, und da andererseits 
eine von Fromm?! aus Ribit-adaptierten Zellen von Aerobacter aerogenes 
isolierte Ribit-DH Xylit und D-Sorbit nicht angreift. Wir selbst hatten 
in einer friiheren Mitteilung* das Vorkommen mehrerer DPN-spezifischer 
Polyalkohol-Dehydrogenasen in Lebermitochondrien diskutiert, da bei 
Verwendung verschiedener Mitochondrienextrakte verschiedene Rela- 
tionen der Oxydationsgeschwindigkeiten fiir mehrere Polyalkohole be- 
obachtet worden waren. 


Tab. 3. Relative Initialgeschwindigkeiten der Oxydation verschiedener Polyalkohole 

durch die DPN-Xylit(p-Xylulose)-DH in Abhangigkeit vom Reinheitsgrad des 

Fermentes unter Standard-Bedingungen. Alle Werte sind bezogen auf eine initiale 
Geschwindigkeit der Xylitoxydation von 100. 














DPN-Xylit- Polyalkohol-Substrat 
(D-Xylulose)-DH ri 
- : :, |D-Sedo- aie 3 L- 
Frakt. Nr. Sorbit | Edit | Xylit “neptit | Ribit | Allit | py ait 
II 108 | 116 | 100 | — 42 oo 23 
IV 109 | 120 | 100 | 56 49 28 24 
V 105 116 100 _ 48 — 24 
VI 110 | 120 | 100 | 53 50 26 26 
Vill 110 | 115 | 100 | 58 48 29 26 




















Um die Frage der Einheitlichkeit bzw. der Heterogenitat der 
mitochondrialen DPN-Xylit(D-Xylulose)-DH zu klaren, wurden in meh- 
reren Reinigungsversuchen die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten fiir 
alle bekannten Polyalkohol-Substrate in den einzelnen Reinigungsstufen 
unter Standardbedingungen bestimmt. Die in Tab. 3 zusammengefaBten 
Ergebnisse dieser Versuche, die alle auf eine initiale Keaktionsgeschwin- 
digkeit des Xylits von 100 bezogen sind, zeigen, das wihrend des gesam- 
ten Reinigungsverfahrens das Verhiltnis der Aktivititen gegeniiber den 
gepriiften Polyalkoholen konstant bleibt trotz 40facher Erhéhung der 
spezifischen Aktivitit des Fermentes und trotz Verwendung verschiede- 
ner Rohfermentlésungen in diesen Versuchen. Auf Grund dieser Kon- 
stanz ist der SchluB berechtigt, da8 alle genannten Reaktionen durch 
ein Ferment katalysiert werden. Unsere friihere, gegenteilige Annahme® 
wird dadurch erklart, daB in Unkenntnis der unterschiedlichen Gleich- 
gewichtskonstanten der verschiedenen Reaktionen nicht die wirklichen 
Initialgeschwindigkeiten, sondern die Reaktionsgeschwindigkeiten wah- 
rend eines willkiirlichen Zeitraumes (10 Min.) der Berechnung der Aktivi- 
titen zugrunde gelegt worden waren. 

Aus den iiber die Spezifitat des DPN-Fermentes bisher angestellten 
Versuchen kann lediglich iiber die zu fordernde Konfiguration an C-2 und 
C-4 eines Polyalkohols eine sichere Aussage gemacht werden. Die Konfi- 
guration an C-5 bei Hexiten und an den folgenden C-Atomen bei héheren 


31H. J. Fromm, J. biol. Chemistry 288, 1049 [1958]. 
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Polyalkoholen ist fiir die Frage der Spezifitat ohne Belang, da bereits L. 
Threit vom Ferment oxydiert wird. Von C-5 ab kann die Konfiguration 
demnach héchstens einen quantitativen Einflu8 auf die Affinitat haben, 

Die noch unbeantworteten Fragen nach den konfigurativen Voraus. 
setzungen an C-1 und C-3 eines Polyalkohols wurden durch Versuche an 
Pentiten und Pentit-Derivaten zu klaren versucht. Da weder Riboflavin 
noch D-Xylose vom Ferment angegriffen werden, ist zu folgern, daB ein 
Substrat der DPN-Xylit-DH eine freie primaire Alkoholgruppe an C.] 
besitzen mu8. (Riboflavin konnte allerdings wegen seines Absorptions. 
maximums bei 336 my nur in sehr geringer Konzentration getestet wer. 
den.) Uber die notwendige Konfiguration eines Polyalkohols an C-3 gibt 





C 
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Abb. 5. Abhangigkeit der Oxydation 
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ein in Abb. 5 wiedergegebener Versuch Auskunft: 3-Desoxyxylit (= 3. 
Desoxyribit) wird am raschesten oxydiert. Ein trans-Hydroxyl an C3 
(Xylit) setzt die Reaktionsgeschwindigkeit bereits um 30% herab; ein 
cis-Hydroxyl an C-3 (Ribit) erniedrigt die Reaktionsgeschwindigkeit, wohl 
infolge einer ,,sterischen Hinderung*‘, um 63°%. Mit diesem Befund stehen 
die Beobachtungen im Einklang, dai auch von den Hexiten diejenigen 
mit einem cis-Hydroxy] an C-3(Allit) schlechter umgesetzt werden als die 
mit einem trans-Hydroxyl (D-Sorbit, L-Idit, s. Tab. 3). 

Die zuletzt beschriebenen Versuche zeigen, daB es unndtig ist, nach 
zwei verschiedenen Dehydrogenasen fiir den D-Xylo- bzw. D-Ribo-Typ 
zu suchen, da sie ebenso wie die in Tab. 3 mitgeteilten Ergebnisse fiir eine 
Homogenitat der mitochondrialen DPN-Polyalkohol-DH sprechen. Auf 
Grund dieser Ergebnisse erscheint eine Revision des Namens dieses Fer- 
mentes gerechtfertigt. An Stelle der bisher gebrauchten, zu eng gefaBten 
Bezeichnung DPN-Xylit(D-Xylulose)-DH wird daher sinngemaé8B die 
exakte, umfassendere und unmifverstindliche Bezeichnung DPN-D- 
erythro-1.2.4-Polyalkohol-Dehydrogenase vorgeschlagen. Mit 
diesem Namen sind die drei funktionellen Gruppen eines Polyalkohols 
eindeutig charakterisiert, die nach unseren Befunden fiir die Bindung an 
das Ferment erforderlich sind. Seitens des Fermentes nehmen an dieser 
Bindung offenbar Zink und SH-Gruppen teil. Die katalytische Dehydrie- 
rung erfolgt immer an C-2 des Polyalkohols. 
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In diesem Zusammenhang muB erwahnt werden, daB die reinsten Praparate 
des mitochondrialen DPN-Fermentes zwar unter Standardbedingungen gegeniiber 
,-Arabit véllig oder praktisch inaktiv sind, bei Verwendung sehr hoher DPN- und 
,-Arabit-Konzentrationen und bei Erhéhung des pq auf mindestens 9 entgegen der 
aufgestellten Spezifitatsregel aber auch t-Arabit mit geringer Geschwindigkeit 
oxydieren kénnen (etwa 20% der initialen Oxydationsgeschwindigkeit von D-Sorbit). 
In diesem Extremfall muB8 eine abweichende Bindungsart zwischen Ferment und 
Substrat angenommen werden. Uber die Natur des Oxydationsproduktes ist noch 
keine Aussage méglich. Dieser Befund erscheint dennoch bemerkenswert, da sich 
durch ihn méglicherweise die Bildung von t-Arabit im Organismus erklaren 1aBt, 
den Touster und Harwell®? aus Pentosurie-Harn isolieren konnten. 


3. Gleichgewichts- und Michaelis-Konstanten der vom DPN- 
Ferment katalysierten Reaktionen 


Zur Erklarung der unterschiedlichen Geschwindigkeit, mit der die 
verschiedenen Polyalkohole, wie im vorangehenden Abschnitt ausgefiihrt, 
vom DPN-Ferment oxydiert werden, wurden die thermodynamischen 
Gleichgewichtskonstanten fiir die Oxydation der sieben Polyalkohole und 
die Michaelis-Konstanten fiir die gleichen Substrate bestimmt. 

Die Gleichgewichtskonstanten wurden fiir jeden Polyalkohol 
aus Gleichgewichts-Messungen bei fiinf verschiedenen po-Werten zwi- 
schen px 6,95 und 8,79 berechnet. 

Tab. 4. Thermodynamische Gleichgewichtskonstanten der Oxydation von Poly- 


alkoholen durch die DPN-Xylit(p-Xylulose)-Dehydrogenase und Michaelis-Kon- 
stanten fiir die einzelnen Substrate (Testbedingungen s. Text). 














Polyalkohol K Km(m) 

ierhreis.. . 5 2 2 6,91 x 10-12 1,24 x 10-2 
Racists sie cores «s 4,18 x 10-11 5,96 x 10-4 
er 1,75 x 10-12 1,78 x 10-* 
OU i a 4,19 x 10-1° 3,38 x 10-3 

i i a rrr 4,23 x 10-10 4,18 x 10-3 

RES ee ese a 1,44 x 10-11 3,70 x 10-2 
p-Glycero-p-glucoheptit 5,54 x 10-1 1,47 x 10-? 


Jeder Ansatz enthielt in 3ml: 19,7 4Mol Polyalkohol, 0,75 uMol DPN, 
150 Mol Trispuffer, 24 uMol MgCl, und 9,5—10 Einheiten DPN-Ferment 
(Frakt. VIII). Den in Tab. 4 zusammengestellten Werten ist ein molarer Ex- 
tinktionskoeffizient fiir DPNH von 6,22 x 10* cm?/Mol bei 340 my zugrunde 
gelegt?!. 

Das auffalligste Ergebnis dieser Versuche ist die Abhangigkeit der 
Hohe der Gleichgewichtskonstanten von der Kettenlinge bei den Poly- 
alkoholen vom D-Xylo-Typ. Verlingerung der Kette um 1 C-Atom hat 
eine Anderung der Gleichgewichtskonstante um etwa eine Potenz zur 
Folge, und zwar ansteigend vom L-Threit iiber Xylit zu den beiden 
Hexiten vom D-Xylo-Typ, D-Sorbit, L-Idit, deren Konstanten identisch 
sind, und dann von den Hexiten zum Sedoheptit wiederum eine Potenz 

32 Q. Touster u. S. O. Harwell, J. biol. Chemistry 280, 1031 [1958}. 
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abnehmend. Die Konstanten der beiden getesteten Polyalkohole vom 
D-Ribo-Typ, Ribit und Allit, lassen keinen EinfluB der Kettenlange er. 
kennen. Dieser Anstieg der Gleichgewichtskonstante mit zunehmender 
Kettenlange ist am einfachsten zu erkliren durch eine mit der Lange der 
Kette zunehmende Tendenz von Ketozuckern zur Bildung stabiler Ring. 
formen. Je mehr die bei einer Polyalkohol-Oxydation entstehende Ketose 
sofort nach ihrer Bildung zur stabileren Ringform cyclisiert wird, um so 
mehr mu8 das Gleichgewicht der Reaktion in Richtung Ketosebildung 
verschoben werden und damit K ansteigen. 

Vergleichende Untersuchungen iiber den Anteil an Ringform in Lésungen 
verschiedener Ketosen sind m. W. bisher nicht angestellt worden. Die an Aldose. 
Lésungen polarographisch erhobenen Befunde iiber den Gehalt an reduzierbarer 
Form diirfen wohl auf Ketosen ausgedehnt und dann als Bestatigung der obigen 
Annahme angefiihrt werden. So fanden z. B. Cantor und Peniston*® in 0,lm 
Lésungen von Aldopentosen bei pq 7 und 25° 0,13—0,22% (fiir Ribose sogar 8,5%) 
und in Aldohexose-Lésungen unter gleichen Bedingungen dagegen nur0,022—0,085% 
(fiir Allose aber 1,10%) reduzierbare Form. Wie erwartet, besteht also eine inverse 
Beziehung zwischen der Héhe der Gleichgewichtskonstanten und dem Gehalt an 
offener Kettenform in Abhangigkeit von der Linge der Kette. Es ist auffallig, da8 
Lésungen von Zuckern vom D-Ribo-Typ (Ribose, Allose) einen besonders hohen 
Gehalt an Kettenform aufweisen. 


Unseren Versuchen analoge, systematische Untersuchungen an an- 
deren Polyalkohol-Dehydrogenasen iiber die Beziehung zwischen Gleich- 
gewichtskonstante und Substrat-Kettenlinge sind noch nicht vorge- 
nommen worden. Jedoch weisen die K-Werte, die fiir die Oxydation ver- 
schiedener Polyalkohole unter Verwendung verschiedener Dehydro. 
genasen gefunden worden sind, eine gleiche GesetzmaBigkeit auf, wie aus 
folgender Zusammenstellung hervorgeht: 


K 
Glycerin* (Glycerin-DH, Aerobacter aerogenes) 5,1 x 10-%, 
Ribit*4 (Ribit-DH, Aerobacter aerogenes) 1,49 x 10-2, 
p-Mannit-1-phosphat®> (p-Mannit-1-phosphat-DH, Z. colt) 4,9 x 10-1, 
p-Sorbit!® (Sorbit-DH, Lebercytoplasma) 2,05 x 10-%, 


Die aus der Literatur zitierten Gleichgewichtskonstanten fiir die Oxyda- 
tion von Ribit und D-Sorbit sind um etwa eine halbe bis eine Zehner- 
potenz héher als die fiir die gleichen Substrate in Tab. 4 mitgeteilten 
Werte. Ein Grund kann hierfiir nicht angegeben werden. Fiir die Oxyda- 
tion des Xylits war von uns friiher® ein mittlerer K-Wert von 1,55 x 10-" 
an Stelle des jetzt gefundenen Wertes von 4,18 10-1! ermittelt worden. 
Der niedrigere, altere Wert ist mit aller Wahrscheinlichkeit darauf zu- 
riickzufiihren, daB in dem seinerzeit verwandten Rohfermentpraparat 
infolge eines spontanen DPNH-Schwundes eine zu geringe DPNH-Kon- 
zentration im Gleichgewicht gemessen wurde. 


33 §.M. Cantor u. Q. P. Peniston, J. Amer. chem. Soc. 62, 2113 [1940]. 
34 R. M. Burton in: S. P. Colowick u. N.O. Kaplan, Methods in Enzy- 
mology, Bd. I, S. 397, Academic Press, New York 1955. 
35 J. B. Wolff u. N. O. Kaplan, J. biol. Chemistry 218, 849 [1956]. 








in.) 
a 


Ss 


107 v(8 Eqyg/M 


a 





7 (1959) 


€ vom 
1wZe er. 
nender 
ge der 
Ring 
Cetose 
um so 


Idung 


ungen 
dose. 
rbarer 
»bigen 
0,1 
8,5%) 
085% 
rverse 
alt an 
x, daB 
hohen 


1 an- 
eich- 
rge- 
ver- 
dro- 
aus 





Bd. 317 (1959) Mitochondriale Xylit-Dehydrogenasen d. Meerschweinchenleber 211 


Auf Grund der in Tab. 4 mitgeteilten K-Werte miifBten die Poly- 
alkohole in nachstehender Reihenfolge mit steigender Initialgeschwindig- 
keit vom DPN-Ferment oxydiert werden: L-Threit <Allit <Ribit <Xylit 
<p-Sedoheptit <D-Sorbit <L-Idit. Wie ein Vergleich mit Tab. 3 zeigt, 
stimmen die gemessenen Initialgeschwindigkeiten mit dieser Reihenfolge 
iberein mit der Ausnahme, daB Xylit bedeutend rascher oxydiert wird 
als Sedoheptit. Es ist daher anzunehmen, daf die Initialgeschwindig- 
keiten auBer durch die Héhe der Gleichgewichtskonstanten auch durch 
Unterschiede in der Affinitaét der einzelnen Polyalkohole zum Ferment 
beeinflu8t werden. Aus diesem Grunde wurden die Michaelis-Kon- 
stanten fiir alle sieben Polyalkohol-Substrate des DPN-Fermentes aus 
den initialen Reaktionsgeschwindigkeiten ermittelt (s. Tab. 4). 

Die Messungen erfolgten bei 25° und py 8,07—8,13 in 3-ml-Ansatzen folgender 
Zusammensetzung: 150 wMol Trispuffer, 24 w.Mol MgCl,, 0,5 wMol DPN, 10—16 Ein- 
heiten DPN-Ferment (Frakt. VIII). Die Konzentration der Polyalkohole wurde 
variiert zwischen 4 x 10-* und 8,8 x 10-2m. 

Wie aus den Daten in Tab. 4 hervorgeht, sind auch die K,,-Werte bei 
den Polyalkoholen vom D-Xylo-Typ von der Kettenlinge abhangig, und 
zwar derart, daB sie vom Xylit iiber die beiden Hexite zum Heptit hin 
ansteigen. Die K,,-Werte der Polyalkohole vom Ribo-Typ werden da- 
gegen kaum von der Kettenlinge beeinfluBt und liegen in der gleichen 
GréBenordnung wie K,, fiir L-Threit. Aus dem Befund, daB Xylit von 
allen Polyalkoholen die niedrigste Michaelis-Konstante aufweist, kann 
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Abb. 6. Einflu8 der Konzentration von Polyalkoholen auf die Initialgeschwindigkeit 
ihrer Oxydation durch die DPN-Xylit (p-Xylulose)-DH. Reihe I: Sattigungskurven ; 
Reihe II: Graphische Auswertung. a) Allit; 1/V = 36,40; Km = 3,70 x 10-*m, 
b) L-Idit; 1/V = 56,45; Km = 4,18 x 10-3m, c) Xylit; 1/V = 82,27; Km = 
5,96 x 10-4m. 
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gefolgert werden, daB das DPN-Ferment eine auBerordentlich hohe Affi. 
nitét zum Xylit hat und daB Xylit das natiirliche Substrat dieses Fer. 
mentes ist. Die Bezeichnung DPN-Xylit(D-Xylulose)-DH ist somit doch 
in gewisser Weise berechtigt. 

In Abb. 6 sind drei verschiedene Typen von Sattigungskurven (I) 
und ihre graphischen Auswertungen (II) mittels der doppelt reziproken 
Methode*® als Beispiele wiedergegeben: Die Kurve fiir Allit als Vertreter 
des Ribo-Typs mit hohem K,,(a), die des L-Idits (Xylo-Typ gleicher Ket. 
tenlinge) mit niedrigem K,,(b) und die des Xylits selbst (c). Xylit ist das 
einzige Substrat, das in héheren Konzentrationen hemmend auf das Fer. 
ment wirkt. Die optimale Konzentration, die deshalb bei allen Messungen 
beibehalten wurde, liegt bei 4—8 x 10-8m. 


4. Vergleich der mitochondrialen DPN-Xylit(D-Xylulose). 
Dehydrogenase mit der Sorbit- Dehydrogenase des Leber. 
cytoplasmas 


Die in den vorangehenden Abschnitten charakterisierte mitochon. 
driale DPN-Xylit-DH weist in so vielen Eigenschaften Ubereinstimmung 
mit der zuerst von Blakley'*® im Lebercytoplasma nachgewiesenen 
Sorbit-DH auf, daB an eine Identitit der beiden Fermente gedacht wer- 
den kann. Fiir eine solehe Annahme sprechen folgende Befunde: 

a) Das mitochondriale Ferment hat dieselbe Spezifitat und oxydiert 
die gleichen Polyalkohole wie die Sorbit-DH"™. 

b) D-Sorbit, L-Idit, Xylit und Ribit werden von beiden Fermenten mit 
praktisch gleichen relativen Initialgeschwindigkeiten oxydiert. 

c) Das Verhiltnis der Aktivititen gegeniiber den verschiedenen Poly- 
alkoholen bleibt auch bei der Sorbit-DH wihrend ihrer Reinigung 
unverandert*®. 

d) Die Sorbit-DH wird ebenfalls durch hohe Konzentrationen von Xy- 
lit, aber nicht durch hohe Konzentrationen anderer Polyalkohole 
gehemmt?®, 

e) Aus der Hemmbarkeit der Sorbit-DH mittels 2.3-Dimercapto-pro- 
panol wird auch fiir dieses Ferment auf einen Metall-Cofaktor ge- 
schlossen*®, 

f) Der Quotient fsgo/Bago m,. betraigt fiir die gereinigte Sorbit-DH 
1,6215, fiir die gereinigte Xylit-DH 1,58. 

Trotz dieser auffallenden Ahnlichkeiten beweisen die folgenden Befunde 
und Uberlegungen, daB die beiden Dehydrogenasen zwar annahernd 
homospezifische, aber keine identischen Fermente sind: 

a) Die Sorbit-DH#4 oxydiert Sedoheptit und Allit mit weit gréBerer 
Geschwindigkeit als die Xylit-DH. 

b) Die Sorbit-DH hat eine gréBere Affinitit zum D-Sorbit (Ky = 
7X 10-*m%) als die Xylit-DH. 





36 H. G. Williams-Ashman, J. Banks u. S. K. Wolfson Jr., Arch. Bio- 
chem. Biophysics 72, 485 [1957]. 
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c) Die Xylit-DH ist sicher ein Ferment sui generis und nicht ein den 
Mitochondrien beigemischtes, lésliches Ferment des Cytoplasmas, 
da es aus den Riickstanden der sorgfaltig gewaschenen und anschlie- 
Bend rupturierten Mitochondrien erst durch Behandlung mit Butanol 
in Lésung gebracht werden kann. 

d) Die Xylit-DH-Aktivitat der Mitochondrien ist nach zahlreichen 
eigenen Messungen, bezogen auf gleiches Lebergewicht, um etwa 
eine Zehnerpotenz, teils sogar um zwei Zehnerpotenzen niedriger als 
die Sorbit-DH-Aktivitat des Cytoplasmas. Die im Lebercytoplasma 
gemessene Sorbit-DH-Aktivitét kann daher nur sehr begrenzt auf 
Xylit-DH zuriickgefiihrt werden, die u. U. bei der Herstellung und 
Aufarbeitung des Homogenates aus geschadigten oder zerstérten 
Mitochondrien freigesetzt worden ist. 

Nachdem somit feststeht, daB Xylit- und Sorbit-DH distinkte Fer- 
mente verschiedener morphologischer Einheiten derselben Zelle sind, soll 
noch die Frage beantwortet werden, ob und inwieweit das Cytoplasma- 
Ferment bei seiner Darstellung durch Mitochondrien-Ferment verunrei- 
nigt wird. Diese Méglichkeit wurde in Erwagung gezogen, da in allen Ver- 
suchen zur Darstellung und Reinigung der Sorbit-DH1*15 die Lebern in 
Phosphatpuffer homogenisiert wurden, und da Phosphat durch eine Stei- 
gerung der Permeabilitit der Mitochondrienmembranen zu einer Schwel- 
lung der Mitochondrien®? und dadurch méglicherweise zu einer Frei- 
setzung von Mitochondrien-Fermenten fiihrt. Zur Priifung dieser An- 
nahme wurde die Sorbit-DH-Aktivitat im Lebercytoplasma nach Homo- 
genisieren der Leber in Phosphat bzw. nach schonendem Homogenisieren 
in isotonischer Rohrzuckerlésung vergleichend bestimmt. 


In Eis vorgekiihlte Meerschweinchenleber wurde mit der Schere zu einem 
einheitlichen Brei zerkleinert. Je 5g dieses Breies wurden unter gleichen Be- 
dingungen in je 15 ml 0,25m Rohrzuckerlésung bzw. 0,01m K-Phosphatpuffer, 
px 7,88 nach Blakley!® homogenisiert. Nach Abtrennen der Zelltriimmer, Kerne 
und Mitochondrien durch 15 Min. Zentrifugieren bei 3100 x g wurden die beiden 
Uberstande 50 Min. bei 34 000 x g zentrifugiert. Je 10 ml der partikelfreien Uber- 
stinde wurden anschlieBend 14 Stdn. bei + 1° gegen dest. Wasser dialysiert und 
nach der Dialyse mit Wasser auf das gleiche Volumen aufgefiillt. In diesen dialy- 
sierten, 15 Min. bei 3000 x g zentrifugierten Lésungen wurde die Aktivitaét der 
Sorbit-DH unter Einhaltung der ,,Standard‘‘-Bedingungen (s. Methodik) bestimmt. 


Tab. 5. Sorbit- Dehydrogenase-Aktivitat des Lebercytoplasmas nachHomogenisieren 
der Leber in Rohrzucker bzw. Phosphat. 











Lebercytoplasma nach 
Homogenisieren in 
0,25 m 0,01 m K-Phosphat- 
Rohrzucker puffer, pq 7,88 
; Einheiten/ml 580 650 
Sorbit-DH sasuif, Aktivitnt 71,5 50,6 
mg EiweiB/ml 8,11 12,85 








37 R. O. Recknagel u. S. Malamed, J. biol. Chemistry 282, 705 [1958]. 
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Wie die in Tab. 5 zusammengefaBten Ergebnisse eines solchen Ver. 
suches zeigen, ist die Sorbit-DH-Aktivitaét im Lebercytoplasma nach 
Homogenisieren in Phosphat um 12% héher als nach Homogenisieren jn 
Rohrzucker. Der um 58% erhéhte EiweiSgehalt wirkt sich jedoch in einer 
Erniedrigung der spezifischen Aktivitit der Sorbit-DH um 29% ans, 
Dieser betrichtliche Anstieg des Eiweiigehaltes beweist, daB unter der 
Wirkung des Phosphates grofe Mengen eiweiBhaltiger Inhaltsstoffe aus 
strukturierten Zellbestandteilen (Mitochondrien, Mikrosomen) abgegeben 
werden und damit auch ein grofBer Teil der mitochondrialen DPN -Xylit- 
DH, wie aus den o. a. Mengenrelationen der beiden Dehydrogenasen ge. 
schlossen werden kann. Alle bisherigen Untersuchungen iiber die cyto. 
plasmatische Sorbit-DH der Leber betreffen demnach ein Gemisch zweier 
Fermente gleicher Spezifitit, aber verschiedener morphologischer Zuge. 
horigkeit. Die Beachtung dieser Befunde diirfte allgemein fiir die Be. 
urteilung der Fermentlokalisation in einer Zelle von Bedeutung sein. 


Das Vorkommen je einer Polyalkohol-Dehydrogenase gleicher Spe- 
zifitét in den Mitochondrien und im Cytoplasma der Leberzelle ist nicht 
verwunderlich, wenn man beriicksichtigt, da Fermente mit der Spezifi- 
tat der Sorbit-DH im Siaugetierorganismus weit verbreitet angetroffen 
werden. Schon Blakley#* hat gezeigt, daB eine Sorbit-DH auBer in der 
Leber auch in der Niere vorkommt, und Williams-Ashman und Mit- 
arbeiter!5 36 haben ein gleiches Ferment in den Anhangsdriisen des minn- 
lichen Genitaltraktes von Nagetieren nachgewiesen. Auch in Spermato- 
zoen haben King und Mann** kiirzlich eine Sorbit-DH aufgefunden. 
Alle diese Sorbit-Dehydrogenasen unterscheiden sich von der mitochon- 
drialen DPN-Xylit-DH grundsitzlich dadurch, daB es sich um lésliche, 
cytoplasmatische Fermente handelt. Wie sich aus der Bedeutung der 
Sorbit-DH in den mannlichen, accessorischen Genitalorganen und aus der 
niedrigen Michaelis-Konstante dieses Fermentes fiir Sorbit schlieBen ligt, 
besteht die Funktion der léslichen Sorbit-Dehydrogenasen darin, in Zu- 
sammenwirken mit einer TPN-spezifischen Aldose-Reduktase®® die Bil- 
dung von Fructose aus Glucose iiber Sorbit nach folgendem Schema zu 
katalysieren : 


TPNH P DPN 
p-Glucose —————— p-Sorbit — p-Fructose. 


Die mitochondriale DPN-Xylit-DH hat andererseits die Aufgabe, zu- 
sammen mit der in der gleichen morphologischen Einheit enthaltenen 
TPN-Xylit-DH die Umwandlung der L- in die D-Xylulose im Glucuron- 
siure-X ylulose-Cyclus zu bewerkstelligen. Bei beiden, an sich reversiblen 
Prozessen wird der Reaktionsablauf in der Zelle infolge der relativen, 
intrazellularen Konzentrationen von TPNH/TPN und DPNH/DPN* in 
der angegebenen Richtung begiinstigt. 


88 T. E. King u. T. Mann, Nature [London] 182, 868 [1958]. 
8° H. G. Hers, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 22, 202 [1956]. 
40 G. E. Glock u. P. McLean, Biochem. J. 61, 381 [1955]. 
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Zusammenfassung 


1. Eine Methode zur Trennung und Reinigung der strukturgebunde- 
nen TPN-Xylit(L-Xylulose)-Dehydrogenase und DPN-Xylit(D-Xylu- 
lose)- Dehydrogenase der Meerschweinchen-Lebermitochondrien wird be- 
schrieben, bei der eine Verunreinigung durch Fermente des Cytoplasmas 
ausgeschlossen ist. 

2. Die etwa 9fach gereinigte TPN-Xylit-Dehydrogenase ist auBerst 
instabil, frei von DPN-Ferment und katalysiert unter absolutem TPN- 
Bedarf ausschlieBlich die Reaktion Xylit —. L-Xylulose. Sie wird durch 
p-Chlormercuri-benzoat fast vollig gehemmt. Die Gleichgewichtskon- 
stante fiir die Xylit-Oxydation betrigt 2,97 10-4, K, des Fermentes 
fiir Xylit ist 2,54 10-m. Infolge seiner absoluten Spezifitit eignet sich 
das Ferment fiir die Bestimmung von L-Xylulose, die im Bereich zwischen 
0,04 bis 0,16 uMol mit einer Ausbeute von 96 + 4,8% erfaBt wird. 

3. Die 40fach gereinigte DPN-Xylit-Dehydrogenase (Bogo/Bo69 mu = 
1,58) ist ein zinkhaltiges SH-Ferment. Es ist frei von TPN-Ferment 
und hat einen absoluten Bedarf fiir DPN. 

4. Das DPN-Ferment oxydiert die folgenden Polyalkohole, die an 
den C-Atomen 2 bis 4 entweder D-Xylo- oder D-Ribo-Konfiguration auf- 
weisen: L-Idit > D-Sorbit > Xylit > D-Glycero-D-glucoheptit > Ribit > 
Allit > L-Threit. Fiir alle genannten Reaktionen ist ein Ferment ver- 
antwortlich. Die fiir ein Substrat erforderliche Konfiguration ist die 
eines D-erythro-1.2.4-Polyalkohols. 

5. Produkte der vom DPN-Ferment katalysierten Oxydation des 
Allits bzw. D-Glycero-D-glucoheptits sind D-Allulose bzw. D-Sedoheptu- 
lose. 

6. Die Gleichgewichtskonstanten der genannten Reaktionen sind von 
der Kettenlange des Polyalkohols abhingig. Die unterschiedliche Hohe 
der Gleichgewichtskonstanten wird erklirt durch die unterschiedliche 
Tendenz der entsprechenden Ketosen zur Bildung stabiler Ringformen. 

7. Von allen Substraten des DPN-Fermentes hat Xylit die niedrigste 
Michaelis-Konstante (5,96 10-4m). Die Michaelis-Konstanten fiir die 
iibrigen Polyalkohole steigen vom Xylit ab mit zunehmender Kettenlange 
des Polyalkohols an. 

8. Die Sorbit-Dehydrogenase des Lebercytoplasmas und die DPN- 
Xylit-Dehydrogenase der Lebermitochondrien sind zwar annahernd 
homospezifische, aber nicht identische Fermente. 

9. Die Funktion der cytoplasmatischen Sorbit-Dehydrogenasen bei 
der Bildung von Fructose aus Glucose und der mitochondrialen Xylit- 
Dehydrogenasen fiir die Umwandlung von L- in D-Xylulose im Glucuron- 
siure-X ylulose-Cyclus wird diskutiert. 
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Summary 


1. A method for the separation and purification of the structurally 
bound TPN-xylitol(L-xylulose)-dehydrogenase and DPN-xylitol(D-xylu. 
lose)-dehydrogenase of guinea pig liver mitochondria is described, in 
which a contamination by cytoplasmatic enzymes is avoided. 

2. The TPN-xylitol-dehydrogenase, which has been purified about 
9 fold, is very unstable and free of DPN-enzyme. It catalyses, with an 
absolute TPN requirement, only the one reaction, xylitol — L-xylulose, 
p-chloromercuribenzoate causes a nearly complete inhibition. The equil- 
ibrium constant for the xylitol oxidation is 2.97 10-4. The Ky, of the 
enzyme for xylitol is 2.54 x 10-®M. Because of its absolute specificity the 
enzyme is suitable for the determination of L-xylulose in the range bet- 
ween 0.04 and 0.16 “Mol with a yield of 96 + 4.8%. 

3. The DPN-xylitol-dehydrogenase, which has been purified 40 fold, 
(Beso/Bego mu = 1.58) is a zinc-containing SH-enzyme. It is free of TPN 
enzyme and has an absolute requirement for DPN. 

4. The DPN-enzyme oxidises the following polyalcohols, which ex- 
hibit, on the C-atoms 2 to 4, either D-xylo- or D-ribo-configuration: 
L-iditol = D-sorbito] > xylitol > D-glycero-D-glucoheptitol > ribitol > 
allitol > L-threitol. One enzyme is responsible for all the mentioned 
reactions. The configuration required for a substrate is that of a D. 
erythro-1,2,4-polyalcohol. 

5. The products of the oxydation of allitol and D-glycero-D-gluco- 
heptitol by the DPN-enzyme are D-allulose and D-sedoheptulose respect- 
ively. 

6. The equilibrium constants of the mentioned reactions are depend- 
ent on the chain length of the polyalcohol. The varying value for the 
equilibrium constants is explained by the varying tendency of the 
respective ketoses to form stable rings. 


7. Of all the substrates of the DPN-enzyme xylitol has the lowest 
Michaelis-constant (5.96 <x 10-4M). The Micheelis-constants of the other 
polyalcohols, beginning with xylitol, rise with increasing chain-length of 
the polyalcohol. 

8. The sorbitol-dehydrogenase of the liver cytoplasm and the DPN- 
xylitol-dehydrogenase of liver mitochondria are nearly homospecific, but 
not identical enzymes. 

9. The function of the cytoplasmic sorbitol-dehydrogenases in the 
formation of fructose from glucose and that of the mitochondrial xylitol- 
dehydrogenases for the conversion of L- into D-xylulose in the glucuronic 
acid-xylulose cycle is discussed. 


Prof. Dr. 8S. Hollmann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Gottingen, Kirchweg 7. 








yon 











Bd. 317 (1959) 217 


Uber den papierchromatograpisch ermittelten Gehalt 
von Phosphorverbindungen in der saureldéslichen Fraktion 
des Blutes, III? 


Untersuchungen an Blut von Saugetieren 
Von 


Margarete Rohdewald und Martha Weber 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Bonn und 
aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie in Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. August 1959) 


Herrn Professor W. Dirscherl zum 60. Geburtstag 


Mit dem Vorkommen von siureléslichen Phosphorverbindungen im 
Blut verschiedener Tiere haben sich schon eine Reihe von Autoren be- 
schiftigt. Kerr und Daoud? berichten iiber den Gehalt an anorga- 
nischem Phosphat, organischem siureléslichem Phosphor und ATP* 
im Blut von 24 Tierarten. Kerr* erweiterte diese Befunde an vier 
weiteren Tierspecies. 

Einen wesentlichen Fortschritt brachten dann die Untersuchungen 
von Rapoport und Guest*5, die als weitere Komponente der siure- 
lislichen organischen P-Verbindungen im Blut einer groBen Zahl von 
Wirbeltieren 2.3-PGS nachwiesen und quantitativ bestimmten. Sie 
konnten fernerhin zeigen, daB 2.3-PGS, die im Blut der meisten Siuge- 
tiere etwa die Hialfte des saureléslichen organischen Phosphors aus- 
macht, bei den Végeln, deren Erythrocyten kernhaltig sind, ganz fehlt®. 
Die roten Blutzellen der Végel enthalten stattdessen aber betrachtliche 
Mengen von Phytinsiure. Rapoport teilt die von ihm untersuchten 
Siugetiere in zwei Gruppen ein, naimlich in eine gréBere, deren Gehalt 
an organischem saureléslichem P in den Erythrocyten betrachtlich ist, 
und eine kleinere mit niedrigen Konzentrationen dieser Verbindungen. 


* In der vorliegenden Arbeit werden folgende Abkiirzungen angewandt: 
23-PGS: 2.3-Diphospho-glycerinsiure; FDP: Fructose-1.6-diphosphat; ATP: 
Adenosintriphosphat. 

1 J. Mitteil.: M. Rohdewald u. M. Weber, diese Z. 306, 90 [1956]; II. Mit- 
teil.: M. Rohdewald u. M. Weber, ebenda 311, 239 [1958]. 

2 §. E. Kerr u. L. J. Daoud, J. biol. Chemistry 109, 301 [1935]. 

3S. E. Kerr, J. biol. Chemistry 117, 227 [1937]. 

4G. M. Guest u. S. Rapoport, Amer. J. Diseases Children 58, 1072 [1939], 

5 §. Rapoport, J. biol. Chemistry 185, 403 [1940]; S. Rapoport u. 
G. M. Guest, ebenda 188, 269 [1941]. 
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9,97 + 1,84 
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Unsere Untersuchungen, die mit 
papierchromatographischer Metho. 
dik! durchgefiihrt wurden, schlieBen 
eine Liicke bei den organischen siure. 
léslichen P-Verbindungen des Blutes 
verschiedener Siugetiere betreffs des 
FDP. Diese Saure, ebenso wie auch 
ATP, das bisher nur indirekt durch 
8 Min. lange Saurehydrolyse der Tri- 
chloressigsaurefiltrate ermittelt wur- 
de, konnten wir direkt im Papier. 
chromatogramm nachweisen und 
quantitativ bestimmen. Es ergaben 
sich bei den Wiederkauern einige 
iiberraschende Befunde und ferner. 
hin interessante Zusammenhiinge 
zwischen ATP-Gehalt und Kalium. 
gehalt der Erythrocyten, tiber die 
wir im folgenden berichten wollen. 


Methodik 


Die Verarbeitung des Blutes und die 
papierchromatographische Bestimmung 
der Phosphorverbindungen erfolgte wie 
bei unseren ersten Mitteilungen!. Bei Hun- 
den und Kaninchen wurde das Blut aus 
einer Vene der hinteren Extremititen ent- 
nommen, bei Ratten durch Herzpunktion, 
bei den Schlachttieren* wahrend des Ent- 
blutens auf dem Schlachthof. Bei einigen 
Pferden wurde zum Vergleich eine Punk- 
tion der Vena jugularis vorgenommen. 
Die Herzpunktion der Ratten erfolgte 
teils bei kurzer Chlorathylnarkose, teils 
nach Tétung durch Nackenschlag. 


Ergebnisse 


Die Ergebnisse sind in den 
Tabellen 1 und 2 zusammengefaBt. 
Tabelle 1 gibt die Mittelwerte der P- 
Verbindungen in der saureléslichen 
Fraktion des Blutes verschiedener 
Tiere an, Tab. 2 die entsprechenden 


* Wir sind dem Stadtischen Schlacht- 
hof in Dortmund, insbesondere Herm 
Veterinarrat Dr. Hermes, fiir seine Un- 
terstiitzung sehr zu Dank verpflichtet, 
ferner Herrn Dr. H. Glasmacher, Bonn, 
fiir die Herzpunktion der Ratten. 
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Prozentzahlen bezogen auf Gesamt-P. Bei jedem Wert der Tab. 1 ist 
die Standardabweichung angegeben. 


Tab. 2. Prozentzahlen der Mittelwerte der Phosphorverbindungen, bezogen auf 
Gesamt-P = 100%. 














Tierart Anorgan. P 2.3-PGS FDP ATP 
Kaninchen. ..... 23,1 23,8 29,3 23,8 
(jung) ; 
Kaninchen. ..... 18,8 29,0 32,6 19,6 
(ausgewachsen) 
Me se 20,4 27,7 36,6 15,3 
(ausgewachsen) 
NMA ie 5 asf) s-. 6)~0) 13,4 33,3 39,8 13,5 
(ausgewachsen) 
Schweine. ...... 10,8 30,9 37,2 21,1 
ee 13,4 36,4 40,7 9,5 
re 68,9 — — 31,1 
MEPIS fst vay yy sane ees 62,3 — oo 37,7 
BRAD 6 Gs tes, « s 52,0 11,2 13,8 23,0 








Das Geschlecht der Tiere scheint bei den Phosphorverbindungen keine 
Rolle zu spielen, bei getrennten Altersgruppen dagegen sind Unter- 
schiede vorhanden. 


Zum Vergleich seien die entsprechenden Mittelwerte bzw. Prozent- 
zahlen beim Menschen angefiihrt: 


Anorgan.P 2.3-PGS FDP ATP Gesamt-P 


Erwachsene: 2,0lmg 5,79mg 2,79mg 3,95mg 14,5 mg 
(13,8%)  (39,8%)  (19,2%) (27.2%) (100%) 
Kinder: 304mg 463mg 3,23mg 603mg 16,9 mg 
(18%) — (27,3%) (191%) (35,6%) (100%) 


Bei den Kaninchen, bei denen uns ausgewachsene und junge Tiere 
zur Verfiigung standen, zeigt der Vergleich der Zahlen beider Tier- 
gruppen, daB wie beim Menschen der Gesamt-P junger Kaninchen 
(24,08 mg P/100 mi Blut) gegeniiber dem der ausgewachsenen Tiere 
(20,62 mg P/100 m/ Blut) erhéht ist. In analoger Weise ist auch hier 
ATP der jungen Tiere erhéht, 2.3-PGS dagegen erniedrigt und das 
anorganische Phosphat betrichtlich angestiegen. 

Der Wert des Gesamt-P bei der ausgewachsenen Ratte liegt héher 
als beim Menschen (22,68 mg P/100 mi Blut gegeniiber 14,54 mg). Die 
Ratte hat einen hdheren prozentualen Gehalt an anorgan. P, weit 
héheren an FDP, hingegen niedrigeren an 2.3-PGS und ATP. 

An Hunden standen uns nur ausgewachsene Tiere zur Verfiigung. 
Der Gesamt-P (18,43 mg P/m/ Blut) ist héher als beim Menschen. Die 
Erhéhung betrifft vor allem FDP, wihrend ATP erniedrigt ist. 
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Der Gesamt-P erreicht bei den von uns untersuchten Tieren seinen 
héchsten Wert beim Schwein (34,7 mg P/100 mi Blut). Der prozen. 
tuale Anteil an FDP ist im Vergleich zum Menschen stark erhoht, der 
an ATP und 2.3-PGS dagegen ist etwas niedriger. 

Der Gesamt-P bei Pferden stimmt mit dem des Menschen an. 
nahernd iiberein (15,47 mg P/100 m/ Blut). Abweichungen ergeben sich 
nur bei FDP und ATP, namlich Erhéhung von FDP auf das Doppelte, 
Erniedrigung von ATP auf ein Drittel. 

Es lagen Anzeichen dafiir vor, da im Pferdeblut neben ATP auch 
Guanosintriphosphat vorkommt. 

Blutproben aus der Vena jugularis zeigten keine Abweichung gegen. 
iiber dem beim Schlachten entnommenen Blut. 

Ein anderes Bild ergab sich bei den Wiederkaéuern: Bei Rindern 
konnten 2.3-PGS und FDP nicht nachgewiesen werden. Gesamt-P ist 
dementsprechend niedriger, nimlich 5,57 mg/100 mi Blut gegeniiber 
14,54 mg beim Menschen. ; 

Das Verhialtnis anorgan. P/ATP betragt etwa 2:1. 

Ganz ahnlich sind die Verhiltnisse beim Schaf: Der Gesamt-P 
(6,87 mg P/100 mi Blut) ist kaum héher als beim Rind. Auch hier fehlen 
2.3-PGS und FDP; das Verhiltnis anorg. P/ATP ist ebenso etwa 2:1. 

Bei Kalbern hingegen finden wir noch alle vier P-Verbindungen, 
wenn auch-2.3-PGS und FDP nur in geringer Menge auftreten. Den 
héchsten Werten begegneten wir bei neugeborenen Tieren; mit zu- 
nehmendem Alter dagegen ist von diesen Verbindungen immer weniger 
nachzuweisen. 

Der Gesamt-P liegt deutlich héher als beim Rind (9,97 mg/100 ml 
Blut gegeniiber 5,57 mg). Auch hier hat anorgan. P schon den héchsten 
Anteil am Gesamt-P (52% gegeniiber 69% beim Rind), wiahrend 
2.3-PGS und FDP zusammen 25°, ausmachen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Bei allen von uns untersuchten Siugetieren mit Ausnahme der 
Wiederkauer sind neben anorganischem Phosphat dieselben aus den 
Erythrocyten stammenden P-Verbindungen im Blut vorhanden wie beim 
Menschen, namlich 2.3-PGS, FDP und ATP, wenn auch in verschiedener 
Konzentration. Beim Kaninchen, bei dem wir alte und junge Tiere 
vergleichen konnten, fanden wir die selben Verhiltnisse wie bei er- 
wachsenen Menschen und Kindern, also bei den jungen Tieren erhéhten 
Gehalt an anorganischem Phosphat und ATP, 2.3-PGS dagegen er- 
niedrigt. Bei Wiederkauern (Rind und Schaf) fehlen im Papierchromato- 
gramm 2.3-PGS und FDP. Schon Kerr und Daould? stellten fest: 
“the undetermined fraction of organic phosphorus is at a minimum 
in the blood of the ox, goat, sheep, and buffalo.‘ Auch Greenwald$, 


6 I. Greenwald, J. biol. Chemistry 63, 339 [1925]. 
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der zuerst 2.3-PGS aus den Erythrocyten des Schweines isolierte und 
jdentifizierte, bemiihte sich vergebens, diese Verbindung aus Schaf- 
und Ochsenblut zu erhalten, und Rapoport® fand so gut wie gar keine 
2.3-PGS in den roten Blutzellen gewisser Huftiere wie Schaf, Hirsch, 
Ziege, Ochse. Er glaubt diese Abweichung vom Verhalten anderer 
Saugetiere durch eine sekundire Weiterentwicklung dieser Tierspecies 
erkliren zu kénnen. Das Fehlen dieser Verbindungen scheint uns jedoch 
speziell eine Eigenschaft der Wiederkaéuer zu sein, denn um solche 
handelt es sich bei den betreffenden von uns wie auch von Rapoport 
untersuchten Tieren. Im Blut von Kalbern dagegen fanden wir sowohl 
9.3-PGS als auch FDP, die mit zunehmendem Alter der Tiere abnehmen. 
Bei Kilbern, deren Nahrung in der Hauptsache aus Milch besteht und 
deren Verdauungsapparat sich auf die bakterielle Verarbeitung von 
Cellulose erst nach etwa einem halben Jahr voll einstellt, sind demnach 
noch die gleichen organischen P-Verbindungen vorhanden wie bei anderen 
Saugetieren, verschwinden aber mit Ausnahme von ATP allmahlich 
entsprechend dem Heranwachsen der Tiere. 

Aus dem Vergleich von Kialbern und Rindern ersehen wir wiederum 
den héheren Gehalt an anorganischem P und ATP bei den Jungtieren 
gegentiber den ausgewachsenen Tieren. 

Wie kommt es nun aber, daB der Gesamt-P-Gehalt in den Erythro- 
cyten der Wiederkauer verglichen mit dem anderer Saugetiere so 
gering ist? Der Glucosegehalt des Serums der Wiederkduer unter- 
scheidet sich nicht wesentlich von dem anderer Siéugetiere. Es kénnte 
aber Verschiedenheit der Permeabilitét der Erythrocytenmembran fiir 
diese Erscheinung verantwortlich sein. So gibt Loris’ an, daB nach 
Zufiigen von Glucose zum Plasma des Ochsen- und Schafblutes keinerlei 
Diffusion in die Erythrocyten erfolgte, wahrend die Glucosekonzen- 
tration in den roten Blutzellen von Ratte, Kaninchen, Hund, Meer- 
schweinchen und Schwein in gleicher Weise zunahm wie die Glucose 


im Plasma. 

Nach Fleckenstein und Mitarbeitern® sowie anderen Autoren wie 
Gardos und Straub® und Whittam’® ist ATP eine notwendige 
Energiequelle fiir den physiologischen Kalium-Austausch zwischen den 
roten Blutkérperchen und dem Plasma. Je gréBer der Kaliumgradient 
ist, desto mehr ATP ware demnach erforderlich. Beim Menschen ent- 
sprechen 360—430 mg Kalium in 100g Erythrocyten nur 15—25 mg 
Kalium in 100 g Serum". Fast das gleiche Verhialtnis findet sich beim 
Kaninchen (430: 21), das ebenso wie der Mensch (mit 3,95 mg P des 


7 Ph. C. Loris, J. cellular comparat. Physiol. 51, 273 [1958]. 

8 A. Fleckenstein, E. Gerlach u. J. Janke, Schweiz. med. Wschr. 86, 
1041 [1956]. 

® G. Gardos u. F. B. Straub, Acta phyiol. Acad. Sci. hung. 12, 1 [1957]. 

10 R, Whittam, J. Physiology 140, 479 [1958]. 

11 K. Hinsberg u. H. W. Berendt in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, 
Physiologische Chemie, Bd. II/la S. 427, Springer Verlag Heidelberg 1954. 
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ATP/100 mi Blut) einen ziemlich hohen ATP-Gehalt in den roten Blut. 
zellen aufweist (4,04 mg P/100 m/ Blut), oder beim Schwein (410 : 22) 
mit 7,33 mg P in 100 m/ Blut. Der Hund dagegen hat einen wesentlich 
niedrigeren Gradienten (20:11), und dementsprechend finden wir auch 
einen geringeren ATP-Gehalt (2,49 mg P/100 ml Blut), wahrend der 
Gehalt an FDP hoher ist als beim Menschen. Nach Kerr? ist bei Tieren, 
deren rote Blutkérperchen einen niedrigen Kaliumgehalt aufweisen, 
auch der Wert des organisch gebundenen siureléslichen Phosphors 
niedrig mit Ausnahme des Hundes. Hier ist zwar der Gesamtgehalt 
an diesen Verbindungen hoch, aber nicht der ATP-Gehalt, auf den es 
hinsichtlich der Kaliumgradienten speziell ankommen wiirde. 

Ebenso ist beim Rind nur wenig ATP in den Erythrocyten ent. 
halten (1,73 mg P/100 mi Blut) und der Kaliumgradient (60: 24) dem. 
entsprechend niedrig. Das gleiche gilt fiir das Schaf mit 60: 20 mg 
Kalium in 100g Erythrocyten bzw. Serum und 2,59mg P des 
ATP/100 mi Blut. Allerdings findet man nach Widdas!” gerade bei 
Schafen erhebliche Unterschiede im Kaliumgehalt der roten Blutzellen 
bei verschiedenen Rassen, und bei den Foeten ist er héher als bei den 
Muttertieren. Letzteres kénnte ganz allgemein den erhéhten ATP-Gehalt 
in den Erythrocyten jiingerer Individuen erkliren. 

Ein abweichendes Verhalten zeigt jedoch das Pferd mit einem 
hohen Kaliumgradienten (410—490:22) und sehr niedrigem ATP. 
Gehalt (1,47 mg P/100 mi Blut). Es wiirde sich lohnen, diese Divergenz 
naiher zu untersuchen. 


Fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit durch eine Forschungsbeihilfe des 
Landes Nordrhein-Westfalen méchten wir unseren aufrichtigen Dank 
aussprechen. 

Ferner danken wir dem Direktor des Max-Planck-Institutes fiir Ernahrungs- 
physiologie in Dortmund, Herrn Professor Kraut, fiir das unserer Arbeit ent- 
gegengebrachte Interesse und ihre Foérderung. 


Zusammenfassung 


Die Untersuchung der siureléslichen P-Verbindungen im Gesamt- 
blut verschiedener Tiere fiihrte zu deutlichen Unterschieden im Gehalt 
der einzelnen Komponenten. Besonders bei Wiederkiuern zeigt sich 
eine deutliche Abweichung vom Blutbild anderer Tiere, da sich 2.3-PGS 
und FDP nicht nachweisen lieBen. Bei Kalbern hingegen, deren Ver- 
dauungsapparat zur Verarbeitung pflanzlicher Nahrung noch nicht be- 
fahigt ist, sind 2.3-PGS und FDP in den roten Blutzellen vorhanden, 
ihre Quantitét nimmt jedoch mit zunehmendem Alter der Tiere ab. 

Vermindertes ATP tritt im allgemeinen bei solchen Tieren auf, 
die einen niedrigen Kaliumgradienten aufweisen. Dies steht in LEin- 
klang mit der Rolle, die dem ATP in den Erythrocyten von verschie- 
denen Autoren zugesprochen wird, nimlich als Energiequelle fiir den 








2 W.F. Widdas, J. Physiology 125, 18P [1954]. 
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Kationentransport zu dienen. Eine Ausnahme macht jedoch das Pferd, 


i das einen hohen Kaliumgradienten bei geringem ATP-Gehalt aufweist. 


Summary 


Investigation of the acid-soluble compounds of the whole blood 
of various mammals showed distinct differences in the contents of 
the single components. Particularly the ruminants showed a blood 
pattern markedly different from that of other animals, because 2,3-PGS 
and FDP could not be demonstrated. 

2,3-PGS and FDP are present, however, in the erythrocytes of 
calves which are not yet able to digest vegetable food, but with in- 
creasing age of the animal the quantity of these compounds diminishes. 

Diminished ATP is generally to be found in those animals having 
a low potassium gradient. This agrees with the role assigned to ATP 
in the erythrocytes by several authors, namely to serve as an energy 
source for active cation transport. 

An exception, however, is the horse showing a high potassium 
gradient with low ATP content. 


Prof. Dr. Margarete Rohdewald, Physiologisch-Chemisches Institut der 
Universitit Bonn, Nufallee 11. 
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Sterine und Sterinester 
als anoxygen energiefreisetzende Wirkstoffe 


: Von 
F. Windisch, J. Dittmann und W. Nordheim 


Aus dem Bereich Zellphysiologie (Direktor: Prof. Dr. F. Windisch) des Instituts fiir Medizin und 
Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin (Prasident: Prof. Dr. W. Friedrich) 
und der Universitaits-Hautklinik der Charité, Berlin (Direktor: Prof. Dr. K. Linser) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1959) 


Nach neueren Feststellungen von uns gehéren typische Vertreter der 
Lipoide!? sowie auch Cerebroside und Sphingomyeline® in die Reihe der 
anoxygen energiefreisetzenden Wirkstoffe. Erste Anhaltspunkte in dieser 
Richtung erhielten wir, als wir entdeckten, dafi Glycerophosphatide wie 
Lecithin, Serin- und Colamin-Kephalin (Folch-Fraktionen) befahigt sind, 
im anabiotischen Zellstadium anoxygene Syntheseprozesse in Gang zu 
setzent®. Hydrolyseversuche nach Klenk® erwiesen bei anabiotischer 
Auswertung; daB die ungesittigten Fettsiuren die eigentliche Wirkungs. 
gruppe bilden’; der Riickstand der Fettsiureextraktion (Glycerophos- 
phorylcholin bzw. seine Spaltprodukte) sowie die gesittigten Fettsauren 
waren unwirksam. Ungesittigte Fettsiuren dagegen, wie Ol-, Linol-, 
Linolensaure, entfalten auch in freiem Zustand, dem anabiotischen Test 
zufolge, eine starke anoxysynthetische Wirksamkeit. 

In vorliegender Arbeit untersuchten wir die anabiotische Aktivitit 
von Cholesterin, Stigmasterin, Ergosterin und einiger synthetisch darge- 
stellter sowie physiologisch vorkommender Cholesterinester. 


Beschreibung der Versuche 


Analytische Angaben: Zur Synthese der Cholesterinester nach Page und 
Rudy® verwendeten wir Cholesterin ,,Merck‘‘, Ameisensiure, Acetanhydrid und 
techn. Olséure. Reinstes Cholesterin (Schmp. 149°) erhielten wir durch vorsichtiges 
Verseifen von Cholesterylacetat (Schmp. 114°) unter Stickstoff. Die physiologischen 


1 F. Windisch, W. Nordheim u. U. Gerhardt, Ber. dtsch. Akad. Wiss. 
Berlin 1, 553 [1959]. 

2 F. Windisch, U. Gerhardt u. W. Nordheim, diese Z. 815, 134 [1959]. 

8 F. Windisch u. G. Pumb, Naturwissenschaften 46, 266 [1959]. 

4 F. Windisch, U.Gerhardt, W. Nordheim, W.Heumann u. H. 
Kerner, Z. Krebsforsch. 62, 568 [1958]. 

5 F. Windisch, U. Gerhardt u. W. Schacht, Z. inn. Med. 14, 801 [1959]. 

6 E. Klenk u. G. Krickau, diese Z. 308, 98 [1957]. 

7 F. Windisch, U. Gerhardt u. W. Heumann, Z. Naturforsch. 14b, 538 
[1959]. 
§ J. H. Page u. H. Rudy, Biochem. Z. 220, 304 [1930]. 
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Cholesterinester (Palmitat, Oleat) isolierten wir nach Pfeiffer® aus Nebennieren 
yon Rindern. Die Abtrennung des Cholesterins aus dem Estergemisch (Petrolather- 
josung) erfolgte durch Filtration iiber eine Aluminiumoxydsiule’, nicht durch 
Fillung mit Digitonin, wie bei Pfeiffer angegeben. Ergosterin wurde aus Mutter- 
korn (Secale cornutum) und aus Hefen (Saccharomyces carlsbergensis, Sacch. cerevisiae) 
nich Windaus und GroBkopf" gewonnen, Stigmasterin aus Papaver rhoeas. Um 
die Phytosterine vollstandig rein zu erhalten, wurden sie wie Cholesterin verestert 
ud dann unter Stickstoff verseift. Den Reinheitsgrad jeder zum Test gebrachten 
Substanz stellten wir jeweils durch Bestimmung des Schmelzpunktes, der Jodzahl 
md auf papierchromatischem Wege fest. 

Uber die Ausfiihrung des mikrobiologischen Anabiosetestes, der ein 

markantes Kriterium zur Ermittlung der Energieaktivitaét von Metaboliten ab- 
ibt, wurde an anderer Stelle in allen Einzelheiten von uns berichtet!*. Grundlage 
des Ziichtungsverfahrens zur Gewinnung von anabiotischem Testmaterial bildet 
eine eigens fiir diesen Zweck von uns. konstruierte Anoxybiose-Apparatur'’, deren 
anoxygene Zuverlassigkeit durch den Einbau einer Tédtschen O,-MeBvorrichtung 
galvanometrischer O,-Spurennachweis) unter sicherer Kontrolle gehalten wird", 
Als anabiotische Testorganismen verwendeten wir Sacch. carlsbergensis, Stamm U, 
aus unserer Reinzuchtsammlung. 

Auch die Methodik des histochemischen M-T- Testes, der auf dem Prinzip 
der Doppelfarbung mittels Methylenblaus und Trypaflavins bei zweifacher Saure- 
differenzierung beruht und zum spezifischen Nachweis der Zellphosphate dient’, 
wurde bereits in einer friiheren Veréffentlichung ausfiihrlich dargelegt!*. Im vor- 
liegenden Falle wurde von P-verarmten Anabiosezellen ausgegangen, mit denen 
sich scharf kontrastierende Farbungen erzielen lassen, da sie bei eintretender 
P-Regenerierung Phosphat im Uberschu8 aufnehmen (phosphatische Uberkompen- 
sation)!?, — Die diminuierende Anzucht des P-verarmten Zellmaterials und dessen 
sonstige Vorbehandlung bis zur cytochromatischen Testvornahme sind ebenfalls 
],c.16 eingehend beschrieben. 

Anabiotische Testversuche: Die nur in Spuren wasserléslichen Sterine 
und Steride, welche auf endergonische Aktivitaét gepriift werden sollten, wurden 
in 5—10 ml Ather aufgenommen und immer in gleicher Menge (20 mg) dem gleichen 
Substratvolumen (50 ml) zugesetzt. Die relativ reichliche Dosierung der kataly- 
tischen Substanz erfolgte, um eine bessere Verteilung und damit waihrend des Ver- 
suchsablaufs eine gleichmaBige Spurenlésung im Reaktionsmedium zu erreichen. 
Der Ather wurde, in Verbindung mit der O,-Entgasung, durch Reinststickstoff vor 
Kinimpfen der Testzellen abgetrieben. Bei einer Raumtemperatur von 20° war in 
allen Fallen das Stadium der Endvermehrung nach 8tagiger Kultivierungsdauer 
ereicht, so daB die Testversuche einheitlich zu diesem Zeitpunkt abgeschlossen 


werden konnten. 


® G. Pfeiffer, Biochem. Z. 230, 439 [1931]. 

10 W. C. Hess, J. Lab. clin. Med. 32, 1163 [1947]; W. Kruckenberg, diese 
Z. 288, 68 [1948]. 

1 A, Windaus u. W. GroBkopf, diese Z. 124, 8 [1923]. 

12 F. Windisch, W. Nordheim u. W. Heumann, Z. Krebsforsch. 62, 423 
[1958]. 
13 F, Windisch, H. Haehn u. W. Heumann, Arch. Geschwulstforsch. 6, 
64 [1953]. 

14 F, Tédtu. G. Teske sowie F. Windisch, W. Heumannu. Chr. Goslich 
(Gemeinschaftsarbeit), Biochem. Z. $28, 192 [1952]; F. Tédt, Die elektrochemische 
Sauerstoffmessung, Verlag W. de Gruyter & Co., Berlin 1958. 

15 ¥. Windisch u. D.Stierand sowie H. Haehn (Gemeinschaftsarbeit), 
Protoplasma 42, 346 [1953]. 

16 F, Windisch, W. Nordheim u. W. Heumann, Schweiz. Z. Pathol. 
Bakteriol. 22, 458 [1959]. 

17 F. Windisch, St. Hinkelmann u. D.Stierand, Protoplasma 48, 178 
[1957]. 
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Ergebnisse 


Die anabiotischen Priifungsbefunde, die sich auf Ermittlung der 
anaeroben Proliferationsquote und der anaeroben P-Transferierung 
(Chromoanalyse) erstrecken, sind in der Tabelle zusammengefaBt. 


Endergonische Aktivitatspriifung von Sterinen, Steriden sowie einzelnen 

















Vergleichssubstanzen. 
Anaerobe Proliferation — 
5 E r 
Testeuheteen Zellenzahl/mm* x 10 ferierung 
Aussaat- Endzellen- (M-T- 
menge zahl Reaktion) 
Cholesterin ,,Merck“ (iiber 
Cholesterylacetat nachgereinigt) . 11+0,2 | 20,6+ 1,5 +++4 
Cholesterylformiat (synthet.) . . 1,2 + 0,2 22,4 + 4,0 ++ 4 
Cholesterylacetat (synthet.)... . 11+0,2 | 17,.0+1,9 0 
Cholesteryloleat (synthet.). ... . 1,1+0,1 16,9 + 2,0 0 
Cholesterin aus Nebennieren (Rind) 0,7 + 0,2 22,4 + 1,8 ++44+ 
Cholesterin aus Ovarial-Carcinom 
Fearne a ac eee, Yee ek 0,9 + 0,3 21,9 + 2,6 ++4+4 
Stigmasterin aus Papaver rhoeas . . 1,0 + 0,2 21,7 + 2,4 +++ 
Ergosterin aus Sacch. carlsbergensis 1,2 + 0,1 24,5 + 3,2 ++4+ 
Ergosterin aus Sacch. cerevisiae : 1,5 + 0,1 23,3 + 2,6 0 
Ergosterin aus Secale cornutum. . . 0,9 + 0,3 22,6 + 2,9 +++ 
Olsdure (durch Verseifung von 
Cholesteryloleat gewonnen) . . . 12+ 0,1 23,8 + 3,5 +44 
Palmitinséiure (durch Verseifen von 
Cholesterylpalmitat gewonnen). . 1,0 + 0,1 | unverandert = 
Cholesterin (hydriert). ...... 0,6 + 0,2 | unverandert — 
Ergosterin (hydriert). ...... 0,6 + 0,2 | unverandert — 
POM es sg Gs es 1,2 + 0,4 | unverandert — 
0 = nicht angesetzt, — = negativ, + = positiv, + + = mittelstark, + + + = stark, 


++ ++ = sehr stark. 


Das von uns festgestellte endergonische Wirkungsvermégen der 
aus Krebsgewebe isolierten Cholesterinester kénnte — in Analogie zu 
den Glycerophosphatiden — auf ihrer Veresterung mit ungesittigten 
Fettsiuren beruhen, da Olsiure nachgewiesenermafen’, neben Linol- 
und Linolensiure, in den anabiotisch aktiven Lecithinen und Kepha- 
linen als Wirkungsgruppe fungiert. Aus der Tabelle geht aber hervor, 
da8&B die typischen Vertreter der tierischen und pflanzlichen Zellsterine 
bereits in unverestertem Zustand anabiotisch wirksam sind: das ein- 
fach ungesittigte Cholesterin, das in der aliphatischen Seitenkette eine 
weitere Doppelbindung aufweisende Stigmasterin und das eine dritte 
Doppelbindung besitzende Ergosterin. Weiterhin kann aus den Test- 
ergebnissen, obwohl sie nicht streng quantitativ auswertbar sind, mit 
Sicherheit géeschlossen werden, daB durch Veresterung des Cholesterins 
mit der anabiotisch aktiven Olsiure keine additive Steigerung der end- 
ergonischen Wirkungsfihigkeit bzw. des anoxysynthetischen Effektes 
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eintritt. Cholesterin ist fiir sich allein ebenso stark energieaktiv wie 
in Form seines ungesittigten physiologischen Fettsaiureesters (Choleste- 
ryloleat). So zeigen auch die Komponenten des Cholesteryloleats nach 
Verseifung, einzeln fiir sich getestet, die gleiche Wirkungsintensitit wie 
in kondensierter Form der ungesattigte Ester. Durch Hydrierung wer- 
den die Zellsterine anabiotisch inaktiv. 


Zusammenfassung 


Durch Anabiosetest wurde festgestellt, da8 Cholesterin, Stigmasterin 
und Ergosterin befaihigt sind, anoxygene Syntheseprozesse in Gang zu 
setzen. Cholesterin, das teilweise verestert im Organismus vorliegt, ist fiir 
sich allein anabiotisch ebenso wirksam wie in Form seines Olsaureesters. 
Durch Hydrierung werden die Zellsterine anabiotisch inaktiv. 


Summary 


By anabiotic test, it has been established that cholesterol, stigma- 
sterol and ergosterol are able to initiate anoxygenic synthetic processes. 
Cholesterol, which is present in the organism, partly in esterified form, 
is on its own just as anabiotically active as its oleic ester. The cell sterols 
are rendered anabiotically inactive by hydrogenation. 


Prof. Dr. F. Windisch, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, 
Institut fiir Medizin und Biologie, Berlin- Buch, Lindenberger Weg 69. 
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Untersuchungen zur Frage der Bedeutung des Zinks 
fiir die Carboanhydratase 
Von 
H. Keller und U. H. Peters 


Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Physikochemie der Universitat Kiel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1959) 


Mann und Keilin! berichteten erstmals iiber den auffallend hohen 
Zinkgehalt ihrer Carboanhydratase-Priiparate (CAH). Dieser Befund 
wurde von anderen Autoren an tierischer?-* und pflanzlicher® CAH 
wiederholt bestitigt. Die quantitativen Angaben®+®7 schwanken jedoch 
betrachtlich (zwischen 0,15 und 0,51°%). 

Die Frage nach einer Relation zwischen Enzymaktivitit und Zink- 
gehalt wird unterschiedlich beantwortet. Keilin’ findet ebenso wie 
Vallee und Mitarbeiter® eine deutliche Abhingigkeit, wihrend die Be- 
funde von Scott® und Leiner!® dagegen zu sprechen scheinen. Letzterer 
berichtet sogar von einem zinkfreien CAH-Priparat}!. 

Van Goor! beschrieb die Trennung der CAH in einen thermostabilen 
und einen thermolabilen Anteil, wobei die Frage nach dem Verbleib des 
Zinks zuniachst offen blieb. Der friiher beschriebene1*, auf anderem Weg 
gewonnene thermostabile Faktor, der méglicherweise mit dem von 
van Goor beschriebenen identisch ist, enthielt ein Atom Zn pro Molekiil. 


Seit einigen Jahren wird die Frage nach der biologischen Bedeutung des 
Zinks von verschiedenen Arbeitskreisen intensiv bearbeitet (Literatur s. 1. c. 45), 
Aus dem relativ hohen Zn-Gehalt der Gewebe, der erheblich héher ist, als gré8en- 
ordnungsmaBig der CAH entsprechen wiirde, und dem nahezu ubiquitaren Vor- 
kommen dieses Metalls wird auf seine wichtige funktionelle Bedeutung im Zell- 


1 T. Mann u. D. Keilin, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 126, 303 [1938]. 
2 E. Hove, C. A. Elvehjemu. E. B. Hart, J. biol. Chemistry 136, 425 [1940]. 
3M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zbl. 60, 449 [1940]. 
4D. A. Scott u. J. R. Mendive, J. biol. Chemistry 140, 445 [1941]. 
5 R. Day u. J. Franklin, Science [New York] 104, 363 [1946]. 
6 D. A. Scott u. A. M. Fischer, J. biol. Chemistry 144, 371 [1942]. 
? D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 
8 B. L. Vallee, H. D. Lewis, M. D. Altschulte u. J. G. Gibson II., 
Blood 4, 467 [1949]. 
® D. A. Scott u. J. R. Mendive, J. biol. Chemistry 140, 445 [1941]. 
10 M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zbl. 60, 449 [1940]. 
11M. Leiner, Naturwissenschaften 32, 206 [1944]. 
12 H. van Goor, Onderz. Physiol. Lab. Utrecht 8, III, 80 [1943]. 
13 H. Keller, diese Z. 299, 104 [1955]. 
4G. Weitzel, Angew. Chem. 68, 566 [1956]. 
15 B. L. Vallee, Advances Protein Chem. 10, 317 [1955]. 
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stoffwechsel geschlossen. Mehrere wasserstoffiibertragende DPN-(TPN)-Fermente 
konnten von Vallee und Mitarbeitern (Literatur s. 1. c.1*) und Theorell und 
Mitarbeitern!’ als Zn-Proteide charakterisiert werden. Die Rolle des Enzymzinks 
beim Mechanismus der Wasserstoffiibertragung wurde von Wallenfels und Mit- 
arbeitern!® studiert. 

Pfleiderer, Jeckel und Wieland?® konnten jedoch unlingst mit- 
teilen, daB bei der Milchsiure-Dehydrogenase Zink keinen essentiellen 
Bestandteil darstellt. Ausgehend von der Beobachtung, da Zink- 
Komplexbildner das Enzym nicht hemmen, gelang es ihnen, zinkfreies, 
voll aktives Ferment darzustellen. Welche Wirkung solche Chelatbildner 
auf die CAH besitzen, ist bisher noch nicht eingehend untersucht worden. 
Wir haben diese Frage daher zum Ausgangspunkt der folgenden Unter- 


suchungen gemacht. 


Methoden und Ergebnisse 


Die Versuchspraparate wurden nach Keilin und Mann? dargestellt. 
Die Aktivitét wurde in der kiirzlich beschriebenen*!, selbsttatig registrierenden 
Apparatur gemessen. Sie schwankte bei den verschiedenen Praparaten nur gering 
und betrug 2050 bis 2150 Meldrum-Rhoughton-Einheiten pro mg Trockengewicht. 

Um den Zinkgehalt zu bestimmen, gingen wir zunachst nach Weitzel 
und Fretzdorff”2 vor. Da unsere hochgereinigten Praparate keine gréberen bio- 
logischen Verunreinigungen enthielten, konnten wir in der Mehrzahl der Ver- 
suche auf eine Extraktion des Zinks mit dithizonhaltigem Tetrachlorkohlenstoff 
verzichten und die mineralisierten Proben unmittelbar polarographieren. Hier- 
durch erhielten wir exakt reproduzierbare Werte. Ihre Schwankung betrigt +- 2% 
im Bereich von 0,3—1,3 y/ml. Analog zu Weitzel wurde das Material feucht 
verascht und die Asche in einen Ammoniak-Ammoniumsulfat-Puffer aufgenommen. 
Der Zinkgehalt schwankte von 0,172% bis 0,236% mit einem Mittelwert von 
0,23%, bezogen auf Trockensubstanz. Versuche zur weiteren Reinigung der Prapa- 
rate mittels zusitzlicher fraktionierter Ammoniumsulfat- oder Acetonfallungen 
fihrten nicht zu hdheren Aktivititen oder Verinderungen des Zn-Gehaltes. 


EinfluB von Zink-Komplexbildnern auf die Enzymaktivitat 


Zunichst wurde der gebriuchlichste Zink-Komplexbildner, Di- 
thizon®, benutzt. Das in Phosphatpuffer geléste Ferment wurde mit 
dem in Dimethylformamid gelésten Chelatbildner bis zu 60 Min. bei 
Zimmertemperatur inkubiert. Wie schon friiher erwihnt*', hat dieses 
Lésungsmittel allein in den hier notwendigen Konzentrationen keinen 
Einflu8 auf die Enzymaktivitait. In Endkonzentrationen bis zu 10-°m 


16 B. L. Vallee, Proc. IV. Int. Congr. Biochem., Vienna 1958, Symp. VIII, 
§.8; Pergamon Press, London. 

17 H. Theorell, A. P. Mygaaro u. R. Bonichsen, Acta chem. scand. 9, 
1148 [1955]. 

18 K, Wallenfels u. H. Sund, Biochem. Z. 829, 59 [1957]. Dort auch weitere 
Literatur. 
19 G. Pfleiderer, D. Jeckel u. Th. Wieland, Biochem. Z. 330, 296 [1958]. 
20 D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 
21H. Keller, W. Miller-Beissenhirtz u. H. D. Ohlenbusch, diese Z. 
172 [1959]. 
22 G. Weitzel u. A. M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
23H. Fischer, zit. nach Z. analyt. Chem. 71, 465 [1927]. 
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lieB sich keine Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Dithizop 
feststellen. 

Auch mit o-Phenanthrolin, das nach Pfleiderer’® fiir alle Zp. 
haltigen Enzyme einen auBerst wirksamen Hemmstoff darstellt, konnten 
wir bis zu einer Endkonzentration von 10-*m keine Hemmung des Enzyms 
erkennen. Die Léslichkeit dieses Komplexbildners in Wasser ist hin. 
reichend groB, um eine solche Konzentration ohne Lésungsvermittler zy 
erreichen. Die Komplexbildungskonstanten fiir Zn werden von K olt hoff 
angegeben mit log k, ~ 6,43; log .4,k, ~ 12,2; log k,k,k, ~ 17,0. 

Mit Anthranilsaure, die nach Funk und Dit t**als Zink-Komplex. 
bildner zur quantitativen Zn-Bestimmung benutzt werden kann, gelang 
es, eine geringe Hemmung des Enzyms zu erzielen. In einer Konzentration 
von 10-*m betraigt der Hemmungsfaktor 0,343 (25,5%), beid x 10-4m 0,301 
(24,7%). Niedrigere Konzentrationen bewirkten keine meBbare Aktivitiits. 
minderung. 

8-Hydroxy-chinolin, das mit zahlreichen Metallen schwerlésliche 
Chelate bildet?®, zeigte bei einer Konzentration von 10-%m einen Hem. 
mungsfaktor von 0,09 (8,3%). Auch bei dieser Verbindung war Dimethyl- 
formamid als Lésungsvermittler verwendet worden. 

Die von Schwarzenbach?’ in die analytische Chemie eingefiihrte 
Athylendiamin-tetraessigsiure, die mit zahlreichen Metallen 
Komplexe bildet und deren Zn-Komplex eine Bildungskonstante von 
log k = 16,1 besitzt, bewirkte bis zu einer Endkonzentration von 10-%m 
keine meBbare Hemmung. Dabei wurde das Dinatriumsalz der Ferment- 
Puffer-Lésung unmittelbar zugesetzt. 

Die Dissoziationskonstante des Zn-Komplexes von 3.4-Dimercapto- 
toluol (Dithiol) ist so klein, daB sie nicht gemessen werden kann; sie wird 
von Wallenfels®® auf etwa log k = 15—16 geschitzt. Es diirfte sich 
somit um einen besonders stabilen Zn-Komplex handeln. Von den ge- 
priiften Komplexbildnern war diese Verbindung die wirksamste. Der 
Hemmungsfaktor 1 (50%) wurde erreicht bei einer Konzentration von 
1,76 10-8m. Die Abbildung zeigt die Wirkung steigender Mengen 
3.4-Dimercapto-toluol bei konstanter Enzymkonzentration. Die Meb- 
punkte stellen Mittelwerte aus zahlreichen Einzelmessungen dar. Das an 
der Luft schlecht haltbare Reagenz ist in Wasser auBerordentlich wenig 
léslich. Es wurde daher zunichst in Dimethylformamid gelést. Bei der 
anschlieBenden Verdiinnung mit Wasser entstanden sofort instabile 
Emulsionen. Daher kann die Endkonzentration des Hemmstoffs nicht 


* TI. M. Kolthoff, E. L. Leussing u. T. S. Lee, J. Amer. chem. Soc. 
78, 390 [1957]. 

2° H. Funk u. M. Ditt, Z. analyt. Chem. 91, 332 [1933]. 

26 Literatur s. K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie, Verlag 
Urban & Schwarzenberg, Miinchen 1957. 

27 G. Schwarzenbach u. E. Freitag, Helv. chim. Acta 84, 1503 [1951]. 

28 K. Wallenfels, H. Sund, A. Faessler u. W. Burchard, Biochem. Z. 
829, 31 [1957]. 
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Versuche zur Darstellung eines Zn-freien Enzym-Praparates 


Zunichst wurde versucht, das Zn elektrodialytisch mit der 
Apparatur nach Manegold?® bei 110 V abzutrennen. Um die Spiil- 
flissigkeit von etwa auftretenden Zn-Spuren frei zu halten, wurde sie 
durch mehrere, hintereinandergeschaltete Waschflaschen gepumpt, die 
mit Dithizon in Tetrachlorkohlenstoff beschickt waren. Auch durch 
Dialyse bis zu 12 Stdn. gelang es nicht, bei voll erhaltener Aktivitat den 
Zink-Gehalt des Fermentes wesentlich herabzusetzen. 

Aus einer 0,1 proz. wiBr. Lésung wurde das Ferment durch das sechs- 
fache Vol. auf —20° vorgekiihlten Acetons, in dem 1,3 x 10-4m Dithizon 
gelést waren, ausgefallt. Nach dem Abzentrifugieren wurde das Enzym 
mit reinem, gekiihltem Aceton nachgewaschen. Es zeigte sich, da8 durch 
diese Behandlung keine Veranderung des Verhiltnisses Zink: Aktivitat 
stattgefunden hatte. 

In Vorversuchen war ermittelt worden, daB 5x 10-°m Natrium- 
sulfid eine 50proz. Hemmung des Ferments bewirkt. Wenn diese 
Wirkung auf einer Bildung von ZnS beruht, sollte sich das Zink aus dem 
Fermentmolekiil als Sulfid entfernen lassen. Dabei gingen wir von der 
Voraussetzung aus, daB bei einem Mol.-Gew. von etwa 30000 ein Zn- 
Atom pro Mol Ferment vorlige. Dementsprechend lieBen wir Na,S in 
einem 30fachen UberschuB bei 0° 1 Stde. einwirken und zentritugierten 
dann 1 Stde. mit 40 000 U./Min. (105 400 x g). Durch diese Behandlung 
war kein faBbares Sediment zu gewinnen. Weiterhin wurde die Lésung 
48 Stdn. bei 0° gegen dest. Wasser dialysiert. Die Bestimmung des Zinks 
in dem getrockneten Dialysat ergab auch dann keine Verminderung 


gegeniiber dem urspriinglichen Zinkgehalt. 


29 E. Manegold, Kolloid-Z. 78, 129 [1937]. 
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Es wurde sodann gepriift, ob sich das Metall als Komplex mit 
3.4-Dimercapto-toluol aus dem Ferment abtrennen lieSe und durch 
anschlieBende Dialyse entfernt werden kénne. Eine 10-8m Ferment. 
lésung wurde mit 10-2m 3.4-Dimercapto-toluol versetzt. Bei dieser Kon. 
zentration war keine Aktivitaét des Ferments meBbar. Die entstandene 
Emulsion wurde 5 Tage gegen flieendes Leitungswasser und einen Tag 
gegen dest. Wasser dialysiert. Der Zinkgehalt sank hierbei von 2,33% auf 
0,407%. Dies entspricht einer Abnahme um 82,5%. In der dialysierten 
Lésung war noch eine gewisse. Fermentaktivitait festzustellen. Sie 
schwankte zwischen 10 und 15% der Ausgangsaktivitét und war immer 
erst nach dem 4. Tag der Dialyse festzustellen. 

Die Beobachtung von Scott und Mendive?, daB das Ferment bei 
pu-Werten < 4,0 rasch inaktiv wird, konnten wir bestitigen und priiften 
nun das Verhalten des Enzymzinks in saurer Lésung. Wir hatten in 
friiheren Versuchen beobachtet, dafi man das Enzym beim Schiitteln mit 
organischen, nicht mit Wasser mischbaren Lésungsmitteln quantitativ 
an die Grenzfliche der beiden Phasen adsorbiéren kann. Besonders gut 
eignet, sich dazu Tetrachlorkohlenstoff. Das weiBe, an der Grenzfliiche 
haftende Enzymprotein kann leicht im Schiitteltrichter isoliert werden. 
Wird das noch anhaftende organische Lésungsmittel im Vakuum vor- 
sichtig entfernt, so geht das Enzym wieder in Lésung und man erhilt 
praktisch die gesamte urspriingliche Aktivitat zuriick. 

Das Ferment wurde in schwefelsaurem Milieu vom py 2,5 30 Min. inkubiert. 
Dann wurde mittels CCl, das EiweiB an die Grenzfliche adsorbiert und die waBrige 
Phase méglichst quantitativ vom EiweiB abgetrennt. Das an die organische Phase 
adsorbierte Protein wurde nun mehrmals mit dest. Wasser (in Gegenwart des 
Lésungsmittels) gewaschen und die Waschlésungen mit der anfangs abgetrennten 
sauren waBrigen Phase vereinigt. Nun wurde das organische Lésungsmittel ab- 
getrennt und in den drei Phasen das Zink bestimmt. 

Die organische Phase war praktisch frei von Zn, das Eiwei8 enthielt 
noch 3,4% seines Ausgangswertes. Insgesamt wurden 81,3% Zink wieder- 
gefunden. Das Enzym war villig inaktiv. Durch die Behandlung mit der 
Saure war keine Hydrolyse eingetreten, da sich das Protein papier- 
chromatographisch als einheitlich erwies. 


Untersuchungen zur Frage der Zink-Bindung im Ferment 


Zur Frage der Bindung des Zinks im Fermentmolekiil haben wir den 
Einflu8 von Harnstoff, der eine Denaturierung von Proteinen durch Auf- 
spaltung von Wasserstoffbriicken bewirken kann®®, auf die Aktivitat 
der CAH untersucht. Erwartungsgema konnte festgestellt werden, dab 
hochkonzentrierte Harnstofflésungen (4m) eine komplette Hemmung be- 
wirken. Bei einet Konzentration von 8 x 10-*m wird das Ferment zu etwa 
50% gehemmt. Diese Hemmung war jedoch vollstindig reversibel. Di- 
alysiert man namlich eine 8m Harnstofflésung, die pro ml 1 mg Rein- 


30 W. Kauzmann, in W. D. McElroy u. B. Glass, The Mechanism of 
Enzyme Action, 8. 70, Johns Hopkins Press, Baltimore 1954. 
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ferment enthalt, 72 Stdn. gegen dest. Wasser, so findet man in der Harn- 


soff-freien Lésung die volle Fermentaktivitait wieder. Die Tabelle zeigt 
die inhibitorische Wirksamkeit des Harnstoffs und einiger seiner Derivate. 


Hemmung der Carboanhydratase durch Harnstoff und einige seiner Derivate. 











Substanz Konzentration (m) | Hemmung als j a 
Harnstoff. ..... 8x10-3 1,08 
Diphenylharnstoff . . 10-2 0,92 
Thioharnstoff ... . 10-2 Keine Hemmung 
Acetamid. ..... 10-? 0,15 
Guanidin...... ; 10-2 0,52 
Kreatin. ...... 10-2 0,14 
Kreatinin. ..... 10-3 0,22 





Diese Verbindungen hatten unter den angegebenen Versuchsbedingungen 
keinen EinfluB auf die unkatalysierte Reaktion. 

Zur Frage, ob SH-Gruppen in dem Ferment vorhanden sind, und 
etwa als Liganden bei der Zinkbindung in Frage kommen und ob sie einen 
RinfluB auf die Aktivitét des Enzyms besitzen, haben wir das von 
Hellermann*! als SH-Gruppen-Reagenz eingefiihrte p-Chlormercuri- 
benzoat benutzt. Dem Vorgehen von Boyer* folgend, gelang es uns 
nicht, spektrophotometrisch freie SH-Gruppen nachzuweisen. Auf die 
Fermentaktivitat hatte das Reagenz bis zu einer Konzentration von 
10-*m keinen Einflu8. Auch mittels amperometrischer Titration nach 
Kolthoff** lieBen sich keine freien SH-Gruppen erfassen. Wir bedienten 
uns dabei der methodischen Angaben von Staib und Turba**. Nach 
Kolthoff** kann zur amperometrischen Titration von SH-Gruppen auch 
HgCl, benutzt werden. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von 
Meldrum und Roughton** sowie van Goor*’ erwies es sich als starker 
Inhibitor. Die 50 proz. Hemmung wurde bei 2 10-®m ermittelt. 

Die Frage, welche Bedeutung freie Aminogruppen fiir die Zink- 
bindung besitzen, priiften wir mit 1-Fluor-2.4-dinitro-benzol (DNFB). 
Dieses rief in einer Konzentration bis 10-°m keine meBbare Ferment- 
hemmung hervor. 


Dabei wurde in der folgenden Weise vorgegangen: Zu dem in Puffer (p47,5) 
gelosten Enzym (20 mg in 20 ml) wurden 50mg DNFB,' gelést in wenig Methanol, 


31 L., Hellerman, M. E. Perkins u. W. M. Clark, Proc. nat. Acad. Sci. 
USA 1% 855 [1933]. 

2 P. D. Boyer, J. Amer. chem. Soc. 76, 4331 [1954]. 

33 I. M. Kolthoff u. W. Stricks, J. Amer. chem. Soc. 72, 1952 [1950]. 

34 W. Staib u. F. Turba, Biochem. Z. 827, 473 [1956]. 

35 TI, M. Kolthoff, A. Anastasi u. B. H. Tan, J. Amer. chem. Soc. 80, 
3235 Elgg = 
. U. Meldrum u. F. J. W. Roughton, J. Physiol. 80, 113 [1933]. 
i 4 van Goor, Enzymologia [Den Haag] 8, 73 [1948]. 
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zugefiigt und 1 Stde. bei 40° inkubiert. Das iiberschiissige DNFB wurde mit Athe 
ausgeschiittelt und mit der intensiv rétlich gelben Lésung die Aktivitat bestimmt, 

Wie beschrieben, kann das Zink sowohl durch Séiurebehandlung als 
auch mittels 3.4-Dimercapto-toluol vom Fermenteiwei8 abgetrennt 
werden. Wir haben versucht, das nach ersterem Verfahren gewonnene 
Protein durch Zusatz von Zink (10-°—10-*m ZnSO, bzw. ZnCl,) zu re. 
aktivieren, was jedoch nicht gelang. Ebenso unwirksam waren der friiher 
beschriebene*® aus CAH gewonnene thermostabile Faktor, der ein Zink. 
chelat darstellt, sowie der Zinkkomplex der Athylendiamin-tetraessig. 
siure in den selben Konzentrationen. 


Diskussion 


Die von uns nach Mann und K eilin? hergestellten sieben Ferment. 
praparate zeigten einen mittleren Zn-Wert von 0,233%. Dieser Wert liegt 
in der gleichen GréBenordnung wie die in der Literatur angegebenen, 
Petermann und Hakala*® haben mit der Ultrazentrifuge ein Mol.-Gew. 
von 30 000 bestimmt. Wir haben in einer friiheren Arbeit®! auf Grund 
kinetischer Messungen ein Mol.-Gew. von 41 300 berechnet. Legt man 
das Mol.-Gew. von 30000 zugrunde, so entspricht der Annahme eines 
Atoms Zn pro Molekiil Ferment ein Gehalt von 0,2166% bzw. 0,4333%, 
bei 2 Atomen pro Molekel. Bei Annahme von 41 300 als Mol.-Gew. lauten 
die Werte .0,157% bzw. 0,315%. Die in der Literatur angegebenen 
Schwankungen von 0,15% bis 0,51% erlauben demnach keine Ent- 
scheidung in dieser Frage. Zudem sind die Literaturangaben nicht selten 
in sich widerspruchsvoll. So fanden Scott und Mendiveteinen Zn-Gehalt 
von 0,15% und betonen, daf dies nur der halbe Wert von Mann und 
Keilin! sei. Fir ihre kristallinen Produkte geben sie im Durchschnitt 
0,2% an und fiir das von ihnen stammende Priparat, andem Petermann 
und Hakala*® ihre Untersuchungen zur Mol.-Gew.-Bestimmung durch- 
gefiihrt haben, wurde ein Zn-Gehalt von 0,3% mitgeteilt. 


Wir neigen zu der Auffassung, da nur ein Atom Zn in einer Molekel 
CAH enthalten ist. DaB von einigen Autoren so niedrige Werte gefunden 
werden, kénnte methodische Ursachen haben. Bei den zur trockenen 
Veraschung von biologischem Material iiblicherweise angewendeten 
Temperaturen kann Zink in Form seines Oxyds fliichtig werden*®. Wir 
haben dies dadurch zu vermeiden gesucht, daB wir im (elektrisch be- 
heizten) Sandbad ein Temperaturmaximum von 300° einhielten. Unter 
diesen Bedingungen kann kein Zink entweichen. Die Frage, warum von 
anderen Autoren relativ hohe Zn-Werte gefunden wurden, ist schwieriger 
zu beantworten. Im einfachsten Falle kommt eine Verunreinigung mit 
Zink durch die Verwendung zinkhaltiger Metall- und Glasgerite in Frage. 


38 H. Keller, diese Z. 299, 104 [1955]. 
39M. L. Petermann u. N. V. Hakala, J. biol. Chemistry 145, 701 [1942]. 
40 K. Friedrich, Metallurgie 6, 175 [1909], vergl. auch C. Duval, Inorganic 
thermogravimetric Analysis, Elsevier, New York 1953. 
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Auch die zur Verwendung kommenden Reagenzien enthalten in der Regel 
Zinkspuren. 

Die Hauptursache fiir das Zustandekommen hoher Zn- Werte glauben 
wir jedoch in folgendem Umstand zu erblicken: Bei der Behandlung mit 
organischen Lésungsmitteln kénnen Zn-haltige niedrigmolekulare Bruch- 
stiicke, die katalytisch unwirksam sind, unter Zerstérung des Gesamt- 
molekiils abgespalten werden. Diese werden wihrend des Aufarbeitungs- 
ganges mitgeschleppt und tiuschen im Fermentpraparat einen héheren 
Zn-Wert vor als dem tatsichlichen Gehalt entspricht. Bei Annahme eines 
Mol.-Gew. von 30 000 wire ein Zn-Gehalt von 0,433% erforderlich, wenn 
man 2 Atome Zn pro Molekiil zugrundelegt. Ein so hoher Gehalt wurde 
jedoch von der Mehrzahl der Autoren nicht gefunden. 

Schon Hove, Elvehjem und Hart? beobachteten, daB Dithizon 
keine Hemmung auf die Aktivitiét der CAH ausiibt. Unsere negativen 
Befunde mit diesem und den iibrigen Komplexbildnern tiberraschten 
daher nicht. Sie scheinen durch nichtveréffentlichte Untersuchungen von 
Davis (vgl.1.c.15) bestitigt zu werden. Damit nimmt die CAH eine 
Sonderstellung unter den zinkhaltigen Fermenten ein. Bei diesen in 
jingerer Zeit als Zn-Proteide angesehenen Enzymen ist das Metall, wenn 
iberhaupt, nur sehr locker an das Molekiil gebunden. Im Gegensatz dazu 
ist die Metallbindung in der CAH an Stabilitét der des Haimoglobins 
vergleichbar, bei dem das Metall sogar durch Schwefelwasserstoff nicht 
entfernt werden kann*!. Ob 3.4-Dimercapto-toluol, das gegeniiber dem 
Enzym in 1000fachem molarem Uberschu8 vorliegt, durch Bindung an 
das Metall wirksam wird, ist mit Sicherheit nicht zu entscheiden. Es ist 
ebenso denkbar, da das Protein durch Reduktion von Cystin-Briicken 
eine irreversible Verainderung erfihrt. Das gleiche gilt sinngema8 von den 
Sulfid-Hemmungen. 

Aus dem gleichen Grunde ist es nicht erstaunlich, daB es uns nicht 
gelungen ist, ein zinkfreies, katalytisch wirksames Praparat herzustellen. 
Der Verlust an Aktivitit, den wir bei den Fermentpraparaten fest- 
stellten, die mit 3.4-Dimercapto-toluol behandelt und anschlieBend di- 
alysiert worden waren, entspricht in der GréBenordnung dem Verlust 
an Zink. Man kénnte diesen Effekt mit der Annahme interpretieren, daB 
das durch dieses Reagenz denaturierte EiweiB wihrend der relativ langen 
Dialyse sich zum groBen Teil so umlagert, daB die hohe Festigkeit der 
Zn-Bindung verloren geht und das Zink durch die Dialyse entfernt wird. 

Ahnlich sind die Ergebnisse mit kurzzeitiger Siurebehandlung und 
anschlieBender Adsorption an die Grenzfliche Wasser-Tetrachlorkohlen- 
stoff zu beurteilen. Hier erreichen zwei Angriffe auf die Molekiilstruktur 
des Enzyms einen Effekt im Sinne einer Metallfreisetzung, der durch 
keine der beiden MaBnahmen allein ausgelést werden kann. Die schon 
friiher beobachtete Inaktivierung durch Erhéhung der H-Ionen-Kon- 


41 M. Kiese, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 204, 
385 [1947]. 
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zentration ist reversibel, wenn sie nicht zu lange durchgefiihrt wird. Die 
Dialyse einer angesiuerten Fermentlésung gegen einen sauren Puffer 
fiihrt bei gleichzeitigem Metallverlust zur irreversiblen Inaktivierung, 
Dagegen wird ein auf die gleiche Weise inaktiviertes Enzym wieder voll. 
stiindig reaktiviert, wenn das px innerhalb von 30 Min. wieder auf 7 
gebracht wird. Unter solchen Bedingungen vorbehandeltes Enzym 
enthalt wieder den urspriinglichen Zn-Gehalt. Die Adsorption des Proteins 
an die Grenzfliche bewirkt bei neutralem px keinen Aktivititsverlust, 
wenn die organische Phase’ wieder entfernt worden ist. Im Gegensatz 
dazu ist die Behandlung der auf px 2 gebrachten Enzymlésung mit 
Tetrachlorkohlenstoff mit erheblichen Aktivititsverlusten verbunden, 
Gleichzeitig kann man beobachten, dai die Adsorption des Proteins an 
die Grenzflaiche nicht so vollstindig ist, wie bei neutralem Milieu. Wird 
nimlich die angesiuerte wiBr. Phase ohne den sichtbar an der Grenz- 
fliche haftenden Proteinanteil isoliert und neutralisiert, so tritt im Laufe 
von 24Stdn. wieder eine gewisse Reaktivierung ein. Offenbar wirkt die 
von Scott und Mendive? postulierte intermolekulare Anderung durch 
Erhéhung der H-Ionen-Konzentration im Sinne einer Lockerung der 
Bindungsfestigkeit fiir das Metall. Diese Anderung der Stabilitiits. 
konstante mu8 auf eine — zunichst reversible — Anderung der tertiiiren 
Struktur des Enzyms zuriickgefiihrt werden. Dadurch wiirde auch die 
veriinderte Adsorbierbarkeit an die Grenzfliche zu erklaren sein. 

DaB es zu reversiblen Anderungen der tertiiren Struktur kommen 
kann, geht auch aus unseren Versuchen mit Harnstoff hervor. Anfinsen 
und Redfield‘? vermuten, daB die Stabilitat der nichtkovalenten 
Struktur eines Enzyms recht unterschiedlich ist. So bewirkt Harnstoff 
bei einigen Enzymen wahrscheinlich durch Konkurrenz mit den Wasser- 
stoffbriicken eine weitgehende Inaktivierung, andere Enzyme wie Trypsin, 
Chymotrypsin, Invertase und Phosphoglucomatase werden nur reversibel 
gehemmt. In diese Gruppe von Enzymen muB auch die Carboanhydratase 
eingereiht werden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


Mehrere, nach Mann und Keilin’ hergestellte hochaktive Carboan- 
hydratasepraparate zeigten einen Zinkgehalt um 0,2%, bezogen auf das 
Trockengewicht. Das Metall wurde polarographisch bestimmt. Der Zink- 
gehalt der einzelnen Praparate schwankt relativ wenig. Zink-Komplex- 
Bildner (Dithizon, 1.10-Phenanthrolin, Anthranilsiure, 8-Hydroxy- 
chinolin, Athylendiamin-tetraessigsiiure und 3.4-Dimercapto-toluol) 
zeigten keine oder nur eine geringe Hemmung mit Ausnahme des letzt- 
genannten, das in Konzentrationen von 10~-®m an inhibiert. Dieser Effekt 
kénnte jedoch auch durch die Reduktionswirkung des Reagenzes zu- 


# C. B. Anfinsen u. R. R. Redfield, Advances Protein Chem. 11, 1 [1956]. 
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standekommen. Die Entfernung des Zinks, die durch Steigerung der 
H-Ionen-Konzentration und durch Reaktion mit 3.4-Dimercapto-toluol 
ud anschlieBende langdauernde Dialyse erreicht werden kann, hat stets 
einen Aktivitatsverlust zur Folge. Metallfreies, chromatographisch ein- 
heitliches Protein lieB sich durch Zusatz von Zink nicht reaktivieren. 


Summary 


Several highly active carbonic anhydrase preparations prepared 
according to Mann and Keilin? had azine content of about 0.2% of the 
dry wight. The metal was determined polarographically. The zinc content 
of the individual preparations showed relatively small variations. Zinc 
complex-forming agents (dithizone, 1,10-phenanthroline, anthranilic acid, 
$-hydroxy-quinoline, ethylenediamino-tetraacetic acid and 3,4-dimer- 
capto-toluene) caused no or only slight inhibition, with the exception of 
the latter, which inhibits in concentrations down to 10-®M. This effect, 
however, could also be: due to the reductive action of the agent. The 
removal of zinc, which may be accomplished by raising the H-ion- 
concentration, reaction with 3,4-dimercapto-toluene and finally excessive 
dialysis, always results in a loss of activity. Metal-free, chromato- 
graphically homogeneous protein could not be reactivated by the addition 


of zine. 


Priv.-Doz. Dr. Dr. H. Keller, Institut fiir Physiologische Chemie und 
Physikochemie, der Universitit Kiel, Newe Universitat, Rudolf-Héber-Haus, Bau 12. 
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Uber den Abbau von Atropin durch 
Corynebacterium belladonnae 
Von 
H. Niemer, Herbert Bucherer und Anton Kohler 
Aus dem Physiologisch-Chemischen und dem Botanischen Institut der Universitat Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1959) 


Uber die Verainderungen des Atropins im tierischen Organismus 
sind zahlreiche Arbeiten erschienen. Nach Pulewka! ist das Haupt. 
ausscheidungsorgan die Niere. Im Harn wird 1/, der eingegebenen 
Menge in 10—14 Stdn. wiedergewonnen. Ferner haben Ammon und 
Savelsberg? die Spaltbarkeit des Atropins im Kaninchenserum durch 
Atropinesterase unter verschiedenen Voraussetzungen beschrieben. 
Untersuchungen iiber den weiteren Abbau der beiden Spaltprodukte 
Tropasdéure und Tropin liegen bisher noch nicht vor. 

In Fortfiihrung friiherer Arbeiten iiber den mikrobiellen Abbau 
von Giftstoffen* gelang es nach langwierigen Versuchen, ein atropin- 
zersetzendes Bakterium aus Erde zu isolieren, die mit Strauchern der 
Tollkirsche (Atropa Belladonna) bewachsen war. Eine groBe Zahl bereits 
bekannter Mikroben, darunter auch zahlreiche Corynebakterien, er- 
wiesen sich nicht zum Atropinabbau befahigt und lieBen sich auch 
nicht an Atropin adaptieren. Da es nicht gelang, den genannten Mikro- 
organismus mit einer schon beschriebenen Species zu identifizieren, 
wurde fiir ihn der Name Corynebacterium belladonnae nov. sp. vor- 
geschlagen’. Der Mikroorganismus verwertet Atropin, Hyoscyamin, 
Scopolamin, Tropin und Tropinon als alleinige N- und C-Quelle ohne 
jeden Zusatz von Vitaminen oder Wuchsstoffen. So war von vorn- 
herein eine tiefgreifende Verinderung des Atropinmolekiils zu erwarten. 

Wir konnten feststellen, daB Corynebact. belladonnae eine Esterase 
enthalt, die aus Atropin Tropasiure (I) abspaltet. Das Vorhandensein 
der Atropinesterase konnten wir durch Anwendung des von Ammon’ 
beschriebenen Verfahrens zur Bestimmung der fermentativen Acety]l- 
cholinspaltung auch unmittelbar nachweisen. Im Prinzip handelt es 


1H. Pulewka, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 167, 
96 [1932]. 

2 R. Ammon u. W. Savelsberg, diese Z. 284, 135 [1949]. 

3 H. Bucherer, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh., Abt. II, 
105, 166 [1942]; H. Bucherer, ebenda 105, 445 [1943]. 

4 H. Bucherer, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh., Abt. II, 
im Druck. 
5 R. Ammon, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 288, 486 [1933]. 
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sich um die manometrische Messung von CO,, das aus einem Hydrogen- 
carbonatpuffer durch die bei der Hydrolyse des Esters gebildete Tropa- 
siure freigesetzt wird. Abb. 1 zeigt das Ergebnis. 


Da Atropin selbst ein Racemat ist, bemiihten 
wir uns festzustellen, welche Komponente durch w 5 
Esterase vorwiegend gespalten wird. Tatsachlich \ 100 
wurde durch polarimetrische Untersuchung der iso- 
lierten Tropasiure ein Gemisch von 61,2% L- und s 
38.8% D-Form gefunden. Es wird also die p-Form : 0 
anscheinend besser verwertet. Man kann diesem Be- & 
fund aber keine zu groBe Bedeutung beimessen, da 
die Tropaséure zu Spontanracemisierung neigt. 50 
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Abb. 1. Atropinspaltung durch Corynebact. bella- } yp 

donnae bei 27°. Die Ansitze enthielten: 1 mi Was- 20 

ser (a) bzw. 1,8% Atropinsulfat (b) und 1 ml Bak- 4 

teriensuspension in Puffer, CO,-gesatt., entspr. 

0,403 mg N; die Eigenhydrolyse des Atropins ist so ; t 
gering, daB sie nicht beriicksichtigt wurde. Stdn.—=— 























Neben der Tropasiure findet sich in der Kulturfliissigkeit Phenyl- 
essigsiure (III), die iiber Phenylacetaldehyd (II) entstanden sein muB; 
II konnte mit Hilfe von Natriumhydrogensulfit abgefangen und als 
p-Nitrophenylhydrazon und Semicarbazon identifiziert werden. 

CH,OH  _ 
C,H,-CH On a> C,H,-CH,-CHO ato C,H,-CH,-CO,H 
I II Iil 


Die Untersuchung der katabolischen Prozesse am Tropin ist im Gang. Es 
wurde bereits dessen Oxydation zu Tropinon gefunden. Ebenso werden z. Z. die 
an den Abbauvorgingen beteiligten Fermente untersucht. 

Um sicherzustellen, daB die Tropasiure durch in den Bakterien 
enthaltene Fermente abgebaut wird und nicht etwa spontan in die 
genannten Produkte zerfallt, haben wir in Angleichung an unsere Ver- 
suchsbedingungen Tropasdure in waBriger Lésung ohne und mit Zu- 
satz von Natriumhydrogensulfit bei 28° stehengelassen. Dabei wurde 
nach § Tagen keine Spur von Phenylacetaldehyd oder Phenylessigsiure 
gefunden; dies war auch zu erwarten, da die Tropasiure nach den An- 
gaben von Fittig u. Wurster® durch 5stdg. Kochen oder Erhitzen 
mit Wasser im zugeschmolzenen Rohr bei 130° unverdindert bleibt. 
Ferner haben wir als eigentlichen Beweis fiir das Vorliegen einer Tropa- 
siure- Dehydrogenase einen Entfarbungsversuch nach Thunberg unter- 
nommen. 


6° R. Fittig u. C. Wurster, Liebigs Ann. Chem. 195, 145 [1879]. 
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Hierbei ergab sich zunachst allerdings, daB durch die in den Corynebakterien 
reichlich enthaltenen H,-Donatoren die Leerentfarbung des Methylenblaus ny 
4 Min. langer dauerte als die des Hauptversuchs mit Tropasaurezusatz. Wir lieBen 
daher 6 g gewaschene Frischbakterien in 6 ml Puffer (m/15,p_7) 30 Min. unter 
Methylenblauzusatz (0,2 mi, 1/1000) bei 22° stehen. Nachdem Entfarbung ein. 
getreten war, wurde der Ansatz halbiert und jeweils 0,2 ml Methylenblau 1/100 
zugefigt. Der Nullversuch wurde mit 1 m/l Wasser, der Hauptversuch mit 1 mj 
Wasser, enthaltend 3 mg Tropasiure (neutr.) versetzt. Der Kontrollversuch wurde 
jetzt in 25 Min., der Hauptversuch in 6 Min. entfarbt. Ein Parallelansatz, der 


nur Tropaséure und Methylenblau enthielt, zeigte keine Entfarbung. 


Danach diirfte an der Existenz einer Tropasiure-Dehydrogenase 


kein Zweifel bestehen. 
Hemmung der Bakterienatmung durch Phenylessig. 


siure: Bei Verwendung fester Nahrbéden kam das Wachstum der 
Bakterienaussaaten nach einigen Tagen zum Stillstand. Wir vermuteten 


ein Abbauprodukt des Atropins als Ursache dieser Erscheinung. Da 
Corynebact. belladonnae ein strikter Aerobier ist, war eine hemmende 
Wirkung auf die Atmung in Betracht zu ziehen. Daher haben wir die 
Atmung der Bakterien in Gegenwart von Phenylessigsiure beobachtet. 
Wir lieBen sowohl Atropin als auch Tropasaiure veratmen. 
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Abb. 2. Atmungshemmung von Corynebact. belladonnae durch Phenylessigsiure. 

Die Ansatze enthielten: 1 mi Bakteriensuspension (m/15 Phosphatpuffer 7,7) 

und 1 ml Wasser (Kurve 0) bzw. 1,8% Atropinsulfat (1) bzw. die aquimol. Menge 

Tropasaure (2). Bei la und 2a wurden je 2 mg Phenylessigsiure zugesetzt. 0,2 ml 
20proz. Kalilauge im MittelgefaB. 


Abb. 2 zeigt den atmungshemmenden Einflu8 der Phenylessig- 
siure. Die Frage, auf welche Weise diese Hemmung zustande kommt, 
bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. 
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Beschreibung der Versuche 


Die Bakteriennaihrlésung hatte folgende Zusammensetzung: 1,2 g K,HPO,, 
12g MgSO,-7H,0, 0,5 g CaCO;, Spuren FeSO,, 1 mi Hoagland-Lésung, 4 g 
Atropinsulfat (Merck), gelést ad 21. 

Nachweis der fermentativen Atropinspaltung: Zunachst war es 
notwendig, die verwendeten Bakterien substratfrei zu waschen, um ein geeignetes 
Bezugssystem zu erhalten: Der oben beschriebenen Nahrlésung wurden pro / 
2g Agar-Agar zugesetzt und das Gemisch im Drucktopf bei etwa 120° sterili- 
siert. Hierauf wurde nach Abkiihlen auf 50° in zwei groBe mit eckeln versehene 
Emailleschalen abgegossen (40 x 60 cm) und nach dem Erstarren mit einer Rein- 
kultur von Corynebact. belladonnae beimpft und gleichmaBig verstrichen. Nach 
5 Tagen hatte sich ein dichter Bakterienrasen gebildet. Dieser wurde vorsichtig, 
ohne die Agarplatten zu beschadigen, mit m/15 Phosphatpuffer, p77, abgewaschen. 
Die Bakteriensuspension wurde in einer Kaltezentrifuge bei 10000 xg abzentri- 
fugiert, der Bodensatz noch 2mal mit sterilis. Wasser aufgeschlammt und in der 
gleichen Weise zentrifugiert. Die so gewaschenen Bakterien wurden nun lyo- 
philisiert, wobei man ein fast weiBes, lockeres Trockenbakterierpraparat erhielt. 
Die N-Analyse nach Kjeldahl ergab 8,0% N. 

Die so erhaltene Bakteriensuspension wurde fiir die Versuche der Abb. 1 
verwendet. 

Isolierung von Phenylessigsiure und Tropasdure: Die Bakterien- 
nihrlésung wurde 30 Min. im Drucktopf sterilisiert, nach Erkalten mit einer 
Reinkultur von Corynebact. belladonnae beimpft und 5 Tage bei 27° bebriitet. 
Nach dieser Zeit war ein intensiver honigartiger Geruch feststellbar. Die gesamte 
Flissigkeit wurde mit Wasserdampf destilliert, bis 750 ml iibergegangen waren. 
Das Destillat wurde mit NaCl gesattigt, 5mal mit je 100 ml Ather extrahiert, 
dieser mit wenig 1n Schwefelséure, darauf mit In Na,CO, gewaschen, der Ather 
im Vak. verdampft. Der Riickstand wurde mit etwa 2 mi heiBem 96proz. Alkohol 
aufgenommen, filtriert und zur Kristallisation gestellt. Es schied sich Phenyl- 
essigsdure ab, die aus wenig Alkohol umkristallisiert, bei 75° schmolz (Lit. 7: 78°). 

C,H,O, (136,1) Ber. C 70,57 H 5,92 
Gef. C 70,65 H 5,87 Mol. Gew. 138,5 (nach Rast in Campher) 


Der Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde zunachst zur Abtrennung 
des verbleibenden Atropinsulfates 3mal mit Chloroform extrahiert, mit Schwefel- 
siure angesduert, 5mal mit Ather ausgeschiittelt, dieser getrocknet und verdampft. 
Der Riickstand wurde in 2—3 ml heiBem Toluol gelést, filtriert und das Filtrat 
iiber Nacht stehen gelassen. Es schied sich Tropasaure ab, die 2mal aus Toluol 
umkristallisiert, bei 118° schmolz. 

C,H, 90, (166,1) Ber. C 65,03 H 6,06 
Gef. C 65,04 H6,24 Mol.-Gew.181,5 (nach Rast in Campher) 


Nach Abscheidung der Tropasiure wurde das Toluolfiltrat mit Ather auf 
20 ml gebracht und 4mal mit 2n NaOH extrahiert, der Extrakt mit Schwefelsiure 
angesduert, 3mal mit Ather ausgeschiittelt, mit Na,SO, getrocknet, das Filtrat 
eingedampft und zur Entfernung von Toluolresten 20 Min. bei 50° stehen gelassen. 
Der Riickstand wurde 5—6mal mit je 10 m/ Petrolather (Sdp. 40—70°) aufgenommen 
und filtriert. Es blieb ein geringer Riickstand, der vermutlich Atropasiure war 
(Schmp. 106°), die leicht aus Tropasiure entsteht und somit als Kunstprodukt 
zu werten ist. Beim Einengen des Petrolithers wurden weitere kleine Mengen 
von Phenylessigsiure gewonnen. 
Bei Angebot von 4g Atropinsulfat wurden 200 mg Tropasiure + Phenyl- 
essigsiure erhalten. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, daB gleichzeitig eine 
aquivalente Menge Tropin bei der Spaltung auftritt (189 mg), errechnet sich ein 
Mindestabbau von 12,9%. 


? Beilsteins Handbuch d. organ. Chemie, 4. Aufl., Bd. IX S. 432. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 317 16 
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Nachweis von Phenylacetaldehyd als Intermediaérprodukt beim 
Abbau der Tropasaure: Da sich eine einmalige groBere Gabe von NaHS0, 
als Fermentgift erwies, verfuhren wir, wie folgt: Zu einer beimpften und mit 
Atropinsulfat versetzten Nahrlésung gaben wir taiglich im Verlaut von 5 Tagen 
je 10 mg NaHSO, in wenig steril. Wasser hinzu. Auf diese Weise wird das Abfang. 
mittel staéndig gebunden und vertragen. Nach dieser Zeit wurde der Bakterien. 
ansatz mit Salzsiure auf py4 gebracht und mit Wasserdampf destilliert. Die Vor. 
lage enthielt in einem Versuch p-Nitro-phenylhydrazin in Alkohol, in einen 
anderen ein Gemisch von 50 mg Semicarbacid-hydrochlorid und 75 mg Natriun. 
acetat. In beiden Fallen erhielt man nach Einengen im Vak. Kristallisate, die 
nach Umkristallisieren aus Alkohol folgende Analysenwerte ergaben: 


1. p-Nitro-phenylhydrazon des Phenylacetaldehyds (Schmp. 137—138°). 
C,,H,3N,0, (255,3) Ber. N 16,46 Gef. 16,89 
2. Semicarbazon des Phenylacetaldehyds, Schmp. 153° (Lit.®: 153 bzw. 154°), 
C,H,,N,0 (177,2) Ber. C61,00 H6,25 N 23,71 
Gef. C 60,09 H6,74 WN 23,40 


Zusammenfassung 


1. Corynebact. belladonnae enthilt Atropinesterase. 

2. Aus Tropasiure entstehen durch Dehydrogenasewirkung und 
CO,-Abspaltung Phenylacetaldehyd und Phenylessigsiure. 

3. Phenylessigsiure hemmt die Atmung der Corynebakterien. 


Summary 


1. Atropine esterase has been found in Corynebacterium belladonna. 

2. Phenylacetaldehyde and phenylacetic acid are formed by the 
dehydrogenation and decarboxylation of tropic acid. 

3. Phenylacetic acid inhibits the respiration of Corynebacteria. 


Prof. Dr. H. Niemer, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Miinchen 15, GoethestraBe 33. 


§ Beilsteins Handbuch d. organ. Chemie, IV. Aufl., E. W. II, Bd. VII, S. 228, 
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Uber das Vorkommen einer A*:7-10-13-Hexadecatetraensaure 
in den Fettstoffen der Algenart Scenedesmus obliquus 
und deren Isolierung 


Von 
E. Klenk und W. Knipprath 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Kéln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1959) 


Vor kurzem! wurde aus Heringsél eine C,,-Tetraensiurefraktion ge- 
wonnen, die der Hauptsache nach aus der von Silk und Hahn? aufge- 
fundenen 4°%-9-12-15.Hexadecatetraensiure bestand, die aber in einer 
Menge von 20% noch das 44-7-1°-13.[somere enthielt. Auch in einer aus 
Menhadendl gewonnenen C,,-Tetraensiurefraktion konnten Stoffel und 
Ahrens? neben der Saure von Silk und Hahn noch kleinere Mengen des 
obigen Isomeren nachweisen. Nach Paschke und Wheeler‘ kommt 
eine C,,-Tetraensaure auch in Algen (Chlorella) vor. Das von ihnen heraus- 
fraktionierte Gemisch der C,,-Siuren enthielt auf Grund spektrophoto- 
metrischer Bestimmungen 13% einer Tetraensiiure. Es wurde die Ver- 
mutung ausgesprochen, da8 hier die 44:7-1%-13_Sa4ure vorliegt. 

Um zu priifen, ob bei den Fischen die im Depotfett in kleineren 
Mengen gespeicherten C,,-Tetraensiuren méglicherweise aus der Nah- 
rung stammen, haben wir die, auch in der Algenart Scenedesmus obliquus 
vorkommende, Tetraensiure isoliert und die Konstitutionsaufklirung 
durchgefiihrt. Wir fanden, daB die von Paschke und Wheeler ausge- 
sprochene Vermutung zutrifft und es sich um die 4*:7-19-13.Hexadeca- 
tetraensiure, also um eine Siure vom Linolensiuretyp handelt, da man 
beim oxydativen Abbau der freien Siure als einzige Dicarbonsauren , 
Malonsiure und Bernsteinsiure erhalt, wihrend bei dem entsprechenden 
Abbau des Fettsiuremethylesters die Bernsteinsiure vorwiegend als. 
Halbester und die Malonsaure ausschlieBlich in freier Form vorliegt. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbandes der chemischen Industrie (Fonds der 
chemischen Industrie) unterstiitzt. 


E. Klenk u. H. Steinbach, diese Z. 316, 31 [1959]. 

M. H. Silk u. H. H. Hahn, Biochem. J. 57, 582 [1954]. 

W. Stoffel u. E. H. Ahrens, jr., J. Amer. chem. Soc. 80, 6604 [1958]. 

R. F. Paschkeu. D. H. Wheeler, J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 31, 81 [1954]. 
16* 
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Beschreibung der Versuche 


Das Trockenpulver* (5 kg) der in einer GroBkulturanlage geziichteten Algenart 
Scenedesmus obliquus wurde mit Chloroform-Methanol in der Siedehitze extrahiert, 
Das Material muBte wiederholt ausgekocht werden, um die Lipoidstoffe vollstandig 
daraus zu entfernen. Die nach Abdampfen des Lisungsmittels verbleibenden, stark 
mit Chlorophyll verunreinigten Lipoide wurden mit 5proz. methanol. Salzsaure 
durch 3stdg. Kochen unter RiickfluB gespalten und die Methylester bei steigender 
Wasserzugabe wiederholt mit Petrolaither ausgeschiittelt. Zur Entfernung der Farb. 
stoffe wurde nach Abziehen des Lésungsmittels im Hochvakuum (10-4 Tom) 
destilliert. Menge des Destillats: 235 g. Die gewonnenen Gesamtfettsduren, von 
welchen nach der Verseifung das Unverseifbare (15g) durch Ausschiitteln mit 
Petrolither abgetrennt war, loste man in dem 12fachen Vol. Aceton und fror die 
gesattigten und schwach ungesattigten Fettsiuren (54,6 g bzw. 15,7 g) durch Tief. 
kihlkristallisation bei —20 und —40° aus. Aus dem Filtrat erhielt man 150, 
stérker ungesattigte Fettsiuren. Nach Uberfiihrung in die Methylester (147 g) 
wurden diese im Hochvakuum (10-4 Torr) fraktioniert destilliert, wobei man eine 
750 mm hohe, mit Drahtnetzsatteln gefiillte und mit versilbertem Vakuummantel 
isolierte Kolonne benutzte. 


Fraktionierte Destillation der Methylester der héher ungesattigten Fettsauren. 











a Sdp.o,0001| Menge Schmp. der hydrierten Sauren 
°C °C g Rohprodukt | umkristallisiert 
1 176 67 2,38 30,5—37,5 52,5—54,5 
2 176 68 3,11 54,5—57,5 59,5—60,5 
3 176 72 2,41 — -- 
4 180 75 3,44 58,0—59,0 61,5—62,0 
5 180 76,5 4,38 60,5—62,0 61,5—62,0 
6 182 76 4,83 _ —_ 
7 182 76,5 3,84 — — 
8 182 75 4,21 —_— — 
9 180 74 4,62 — — 
10 184 77 44 58,0—60,5 59,0—60,5 
11 186 82 4,78 50,5—58,0 57,5—58,5 
12 187 88 4,64 —_ = 
13 189 90 3,89 57,0—64,5 66,5—67,0 
14 190 92 4,72 62,5—67,0 67,0—68,0 
15—34 193—250 | 96—100 | 86,16 

















Die Fraktionen der C,,-Séuren (Frakt. 4 und 6) enthielten, wie aus den UV- 
Spektren der mit Alkali isomerisierten Saéuren (Abb. 1a) hervorgeht, betrachtliche 
Mengen Tetraensaure. 6,2 g der aus den vereinigten Frakt. 4 und 5 (Jodzahl 278) 
gewonnenen freien Séuren wurden nun durch Gegenstromverteilung® in die Kom- 
ponenten zerlegt. Menge der daraus erhaltenen Tetraensaure: 3,8 g. 

Zur naiheren Charakterisierung diente das aus der Spitzenfraktion gewonnene 
Produkt. Hellgelbe, auch bei 0° leicht bewegliche Fliissigkeit; Jodzahl: 358; fiir 


* Das Material wurde uns in dankenswerter Weise von Frau Dr. M. E. Meffert, 
Kohlenstoffbiologische Forschungsstation e. V., Essen-Bredeney, durch die freund- 
liche Vermittlung von Herrn Prof. Dr. H. Kraut, Dortmund, zur Verfiigung 
gestellt. 

5 E. Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 301, 156 [1955]. 
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Abb. 1. UV-Absorptionsspektren des Gemisches der C,,-Sauren in Frakt. 4 und 6 (a) 
und der daraus durch Gegenstromverteilung erhaltenen Tetraensiaure (b) vor (- - - -) 


und nach (——) der Alkaliisomerisierung (8 Min. isomerisiert in 21 proz. KOH- 
Glykol bei 180°). 


Abb. 2. Gaschromatogramm (Kolonnenlinge 140 cm, Fiillung Reoplex 400, 
Temperatur 201°). I: Testsubstanzen (Gemisch der Methylester von Myristin-, 
Palmitin-, Stearin- und Arachinséure. — II: Methylester der C,,-Tetraensiure. — 
III: Methylester aus Mutterlauge des Hydrierungsproduktes von IT. — IV: Methyl- 
ester des bei —20° aus Aceton umkristallisierten Hydrierungsproduktes von IT. 


C,,H,,O, ber.: 408,7*. Die UV-Spektren vor und nach der Alkaliisomerisierung 
zigt Abb. 1b. 

Das Ergebnis der gaschromatographischen Analyse der Methylester der 
Tetraensiure und ihres Hydrierungsproduktes zeigt Abb. 2. Schmp. des Hy- 
drierungsproduktes: 61—62° (aus Aceton bei —20° umkristallisiert). Es handelt 
sich demnach um eine Substanz von hohem Reinheitsgrad. Nur in der Mutterlauge 
des Hydrierungsproduktes lassen sich gaschromatographisch noch Spuren von 
Verunreinigungen erkennen. 


* Die hier angewandte Methode nach Rosenmund und Kuhnhenn* ergibt 
fir héher ungesattigte Verbindungen stets zu niedrige Werte. 

6 K. W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. GenuB- 
mittel 46, 154 [1923]. 
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Die oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der a) ayy 
10,78 mg Tetraensiure bzw. b) aus 11,36 mg Methylester wie iiblich’? erhaltenen 
Dicarbonséuren bzw. Abbausiauren zeigt Abb. 3. Die Identifizierung erfolgte durch 
Papierchromatographie®. Die Methode gestattet die Identifizierung der C,—(,. 
Dicarbonsauren. Papier Schleicher & Schiill 2043b; Lésungsmittel 1—5% Butanol 
enthaltendes Chloroform. Laufzeit 5—8 Stdn.: Farbung: KJ, KJOg, Starkelésung, 
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Abb. 3a. Chromatographische Trennung der Abbau-Dicarbonsauren aus 10,78 mg 
Hexadecatetraensaure mit Saule D. Folgende Angaben in Mol/Mol Tetraensaure. — 
1% (Frakt. 1—12): 0,84 cm* 0,01n NaOH, gef. 0,1 Mol Bernsteinséure mit etwas 
Malonsaure. — 20% (Frakt. 50—56): 7,02 cm* 0,01n NaOH, gef. 0,81 Mol Bern- 
steinsiure. — (Frakt. 57—70): 12,55 cm*® 0,01n NaOH, gef. 1,46 Mol Malonsaure. 
Abb. 3b. Chromatographische Trennung der Abbausauren aus 11,36 mg Hexadeca- 
tetraensiure-methylester mit Saule D. Folgende Angaben in Mol/Mol Tetraensaure- 
ester. 1% (Frakt. 3—17): 3,29 cm? 0,01n NaOH, gef. 0,74 Mol Bernsteinsaure- 
halbester. — 3% (Frakt. 21—27): 0,32 cm* 0,01n NaOH, gef. 0,035 Mol nicht 
identifizierbar. — 5% (Frakt. 30—45): 0,98 cm* 0,01n NaOH, gef. 0,1 Mol nicht 
identifizierbar. — 10% (Frakt. 48—56): 0,31 cm* 0,01n NaOH, gef. 0,036 Mol 
Bernsteinsiure. — 20% (Frakt. 62—68): 1,03 cm* 0,01n NaOH, gef. 0,122 Mol 
Bernsteinsiure. — (Frakt. 69—87) : 10,95 cm*0,01n NaOH, gef. 1,20 MolMalonsaure. 


Zusammenfassung 


Aus den Gesamtlipoiden der Algenart Scenedesmus obliquus wurde 
eine gaschromatographisch einheitliche C,,-Tetraensaure isoliert. Beim 
oxydativen Ozonidabbau der freien Siure wurden als einzige Dicarbon- 
siuren Bernsteinséure (0,9 Mol pro Mol Polyenséure) und Malonsiure 
(1,5 Mol) erhalten. Beim entsprechenden Abbau des Methylesters trat die 


? E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]; siehe auch E. Klenk 
u. W. Montag, Liebigs Ann. Chem. 604, 4 [1957]; E. Klenk u. H. Brockerhoff, 
diese Z. 8310, 153 [1958]. 
8 E. Klenk u. H. J. Tomuschat, noch unverdffentlicht. 
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Bernsteinsiure vorwiegend als Halbester und die Malonsiure ausschlieB- 
lich in freier Form auf. Es liegt demnach die 4*:7-1°-13. Hexadecatetraen- 
saure VOr. 

Summary 


A gas chromatographically homogeneous C,,-tetraenic acid has been 
isolated from the total lipids of the algal species Scenedesmus obliquus. 
Oxidative ozonide degradation of the free acid yielded succinic acid 
(0.9 mol. per mol. polyenic acid) and malonic acid (1.5 mol.) as the only 
dicarboxylic acids. By degradation of the methylester the succinic acid 
was obtained preponderantly in form of the semiester and the malonic 
acid exclusively in the free form. This C,,-acid is, therefore 4*-71%1%. 
hexadecatetraenic acid. 


Prof. Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Kéln, 
Kéln-Lindenthal, Josef-Stelemann-StraBe 52. 
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Zwischenstoffwechsel der 16.17-substituierten Ostrogene 
in der Kaninchenleber 
Von 
H. Breuer, R. Knuppen und Gerta Pangels 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universitits-Klinik und Poliklinik Bonn, 
} Direktor: Professor Dr. A. Giitgemann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1959) 


Die Isolierung von 16«-Hydroxy-éstron, 168-Hydroxy-éstron und 
16-Keto-dstradiol-(178) aus dem Urin schwangerer Frauen durch 
Marrian und Mitarbeiter? hat das Interesse am Zwischenstoffwechsel 
der Ostrogene wieder aufleben lassen. In friiheren Versuchen konnte 
gezeigt werden, daB die phenolischen Hydroxyketone durch menschliches 
Lebergewebe zu den entsprechenden Triolen reduziert werden*. Da jedoch 
normales menschliches Lebergewebe nur in begrenzter Menge zur Ver- 
fiigung steht, stieB eine eingehendere Untersuchung des Stoffwechsels der 
16.17-substituierten Ostrogene unter Beriicksichtigung der quantitativen 
Verhiltnisse auf Schwierigkeiten. Fiir ein solches Vorhaben schien die 
Leber des Kaninchens aus zwei Griinden besonders geeignet zu sein. 
Einmal kénnen wegen der GréBe des Organes geniigend Gewebeschnitte 
angefertigt werden, um alle Umsetzungen an einem Tier zu studieren. 
Ferner verfiigt die Leber des Kaninchens neben einer 17$-Hydroxy- 
Dehydrogenase auch iiber eine 17~-Hydroxy-Dehydrogenase‘, so daB die 
Bildung der theoretisch méglichen Metaboliten zu erwarten war. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Stoffwechsel simtlicher neun 
A}-8-500).Ostratrienol-(3)-Derivate mit Hydroxyl- bzw. Ketogruppen in 
16- und 17-Stellung (vgl. Schema S. 251) untersucht und die Isolierung 
sowie Identifizierung der Reaktionsprodukte beschrieben. AuSerdem 
werden quantitative Angaben iiber den Umsatz der Steroide gemacht. 


Ergebnisse 


Nichtenzymatische Umwandlung der Steroide 


Bei der Isolierung von 16«- und 16 $-Hydroxy-éstron aus dem Urin 
schwangerer Frauen hatten Marrian und Mitarbeiter’? bemerkt, dab 
beide Steroide leicht zu 16-Keto-dstradiol-(178) umgelagert werden 


1 G. F. Marrian, K. H.Loke, E. J. D. Watsonu. M. Panattoni, Biochem. 
J. 66, 60 [1957]. 

2 D. 8. Layne u. G. F. Marrian, Biochem. J. 70, 244 [1958]. 

3H. Breuer, L. Nocke u. R. Knuppen, diese Z. 811, 275 [1958]; H. 
Breuer, R. Knuppen u. L. Nocke, Biochem. J. 71, 26P [1959]; H. Breuer 
u. L. Nocke, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam], 36, 271 [1959]. 
4H. Breuer u. G. Pangels, Acta endocrinol., im Druck. 
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,énnen. Diese Beobachtungen veranlaBten uns, mégliche chemische Um- 
yandlungen der 16.17-substituierten Ostrogene ohne Gewebezusatz unter 
den hier gewahlten Versuchsbedingungen naher zu priifen. Eine ein- 
gehende Untersuchung, deren Einzelheiten hier nicht wiedergegeben 
werden kénnen, fiihrte zu folgendem Ergebnis: Die 16.17-substituierten 
jstrogene bleiben wahrend des Schiittelns mit Krebs-Phosphatlésung bei 
37° bis zu drei Stunden unverindert. Im Verlauf der Aufarbeitung ent- 
sehen aber offenbar durch katalytische Reaktion der sehr geringen 
Steroidmengen mit der Glasoberfliche Umwandlungsprodukte, wenn 
nicht besonders gereinigte Liésungsmittel zur Extraktion und Quarz- 
gefie zum Eindampfen der Extrakte verwendet werden. 


Wurden die Extrakte in Erlenmeyer-Kolben aus normalem Glas ein- 
gedampft, so entstanden im Verlauf der nichtenzymatischen Inkubation aus 
l6x- und 168-Hydroxy-éstron geringe Mengen einer ,,polaren‘‘ Substanz sowie 
aus 168-Hydroxy-éstron wechselnde Mengen (2—10%) von 16-Keto-éstradiol- 
(178). 16-Keto-dstradiol-(178) wurde zum Teil (5—15%) in eine Substanz um- 
gelagert, deren papierchromatographische Wanderungsgeschwindigkeit in Benzol/ 
Methanol/Wasser 100:55:45 zwischen derjenigen von Ostriol und 16.17-epi- 
Ostriol lag. Auch nach Inkubation von 16-Keto-éstron wurde ein polares Um- 
wandlungsprodukt beobachtet. 


Stoffwechsel der Ketole und des 16-Keto-éstrons 


Uber Art und Menge der bei Inkubation der Ketole und des 16-Keto- 
éstrons mit Schnitten von Kaninchenleber entstehenden Metaboliten gibt 
Tab. 1 Auskunft. 


Stoffwechsel der Ostriole 


Nach Inkubation der Ostriole unter Standardbedingungen (200 ug 
Steroid/200 mg Gewebe) konnten keine enzymatischen Umwandlungs- 
produkte nachgewiesen werden. Deshalb wurden gréBere Versuche an- 
gesetzt, in denen jeweils 3,0 mg Steroid mit 3 g Leberschnitten in 50 m/ 
Krebs-Phosphatlésung 120 Min. inkubiert wurden. Aus Ostriol entstand 
in geringer Ausbeute (0,2%) 17-epi-Ostriol; andere Metaboliten waren 
nicht aufzufinden. 16-epi-Ostriol wurde in geringem Umfange zu Ostriol 
(0,4%) und 16.17-epi-Ostriol (0,1%) umgelagert; auBerdem befand sich 
16-Keto-dstradiol-(178) (0,3%) unter den Metaboliten. Nach Inkubation 
von 17-epi-Ostriol wurden als Reaktionsprodukte Ostriol (0,05%) und 
16.17-epi-Ostriol (0,1%) nachgewiesen. Aus 16.17-epi-Ostriol entstanden 
geringe Mengen an Ostriol (0,5%) und 17-epi-Ostriol (0,03%). 


Reduktion der 16.17-substituierten Ostrogene mit NaBH, 


Es ist bekannt, daB die angulire Methylgruppe bei stereochemischen 
Umsetzungen an den benachbarten C-Atomen 16 und 17 von Bedeutung 
ist. Um den Verlauf der biologischen Reduktionen besser zu verstehen, 
wurden in Modellversuchen 16-Keto-dstron und die 16.17-Ketole mit 
NaBH, reduziert. Die dabei entstehenden Reduktionsprodukte sind in 
Tab. 2 aufgefiihrt. Es ist bemerkenswert, da8 — ahnlich wie bei den 








H. Breuer, R. Knuppen u. G. Pangels, 


60 Min. bei 37° inkubiert. Die quantitative Bestimmung der 
folgte mit der Kober-Reaktion. Die Zahl der Versuche ist in Klammern an. 


gegeben. 
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Tab. 1. Stoffwechsel der 16.17-substituierten phenolischen Steroide nach Inkubation 
mit Leberschnitten mannlicher Kaninchen. Jeweils 200 ug Steroid wurden mit 
200 mg Leberschnitten in 5 mi glucosehaltiger (20 mMol/l) Krebs-Phosphatlésung 


Ostrogene er. 

















; : Nach Inkubation Menge in 
Inkubiertes Steroid identifizierte Steroide po 
16«-Hydroxy-éstron 16x-Hydroxy-éstron 6,2 (2) 

Ostriol 23,0 (2) 

16-epi-Ostriol 0,7 (2) 

17-epi-Ostriol 0,5 (2) 

16-Keto-dstradiol-(17f) 0,6 (2) 

168-Hydroxy-éstron 168-Hydroxy-éstron 12,2 (3) 
striol 0,5 (2) 

16.17-epi-Ostriol 3,0 (2) 

16-epi-Ostriol . 28,0 (2) 

16-Keto-dstradiol-(17£) 1,5 (3) 

16-Keto-dstradiol-(17«) 16-Keto-dstradiol-(17«) 22,0 (2) 
16.17-epi-Ostriol 6,0 (2) 

17-epi-Ostriol 4,0 (2) 

16-Keto-éstradiol-(17/) 16-Keto-dstradiol-(17£) 21,0 (3) 
" Ostriol 5,2 (3) 
16-epi-Ostriol 8,8 (3) 

16-Keto-éstron 16-Keto-éstron* 6,0 (3) 
16a-Hydroxy-éstron 1,1 (3) 

168-Hydroxy-éstron 0,7 (3) 

16-Keto-éstradiol-(17£) 28,0 (3) 

Ostriol 10,0 (3) 

16.17-epi-Ostriol 2,5 (8) 

16-epi-Ostriol 12,4 (3) 

17-epi-Ostriol 0,9 (3) 


* Quantitativ bestimmt mit Folin-Ciocalteus Reagenz. 


der Kober-Reaktion. 


Tab. 2. Verhalten der 16.17-substituierten phenolischen Steroide nach Reduktion 
mit NaBH,. Die quantitative Bestimmung der phenolischen Steroide erfolgte mit 








Eingesetztes Steroid Reduktionsprodukte Ausbeute in % 
16«-Hydroxy-éstron Ostriol 95 
17-epi-Ostriol 5 
168-Hydroxy-éstron 16-epi-Ostriol 100 
16-Keto-éstradiol-(17) Ostriol 10 
16-epi-Ostriol 90 
16-Keto-éstron 16-epi-Ostriol 95 








»polare Substanz“ 
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enzymatischen Versuchen — Ostriol und 16-epi-Ostriol als Haupt- 
produkte nach Reduktion von 16«-Hydroxy-éstron und 16 6-Hydroxy- 
éstron gebildet' wurden. 


Besprechung der Ergebnisse 


In Kaninchenleber-Schnitten war der Umsatz der 16-Hydroxy-17- 
keto-Verbindungen gréBer als derjenige der 16-Keto-17-hydroxy-Ver- 
bindungen. Bei der Reduktion der 16-Hydroxy-17-keto-Verbindungen 
war die Bildung von Ostriol und 16-epi-Ostriol eindeutig bevorzugt; an 
beiden Reaktionen ist eine 176-Hydroxy-Dehydrogenase beteiligt. Aus 
der Tatsache, daB Ostriol bzw. 16-epi-Ostriol in etwa gleicher Menge aus 
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| 
17-epi-Ostriol 16-Keto-éstradiol-(17«) 16.17-epi-Ostriol 
Stoffwechsel der 16.17-substituierten Ostrogene in Leberschnitten mannlicher 
Ratten. 


l6x- bzw. 168-Hydroxy-éstron entstehen, darf auf eine nur mabig aus- 
gepragte Substratspezifitat der 176-Hydroxy-Dehydrogenase geschlossen 
werden. Fiir die Bildung von 17-epi-Ostriol aus 16«-Hydroxy-éstron und 
von 16.17-epi-Ostriol aus 168-Hydroxy-éstron ist eine 17«-Hydroxy- 
Dehydrogenase notwendig, die bereits friiher in Kaninchenleber nach- 
gewiesen worden ist‘. Ihre Aktivitait ist deutlich geringer als die der 
178-Hydroxy-Dehydrogenase. Auch die enzymatische Reduktion der 
16-Keto-17-hydroxy-Verbindungen fiihrte zur Bildung der vier méglichen 
Triole. Allerdings war die Menge der entstandenen Reduktionsprodukte 
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relativ klein. Diese Beobachtung spricht fiir eine relativ geringe Aktivitat 
der 16«- und 168-Hydroxy-Dehydrogenasen. 

Im Zusammenhang mit der enzymatischen Reduktion der pheno. 

lischen Ketole sind einige stereochemische Uberlegungen von Interesse, 
die sich auf Grund der Reduktionsversuche mit NaBH, ergeben. Fieser‘ 
hat darauf hingewiesen, daB bei einem Angriff des Reduktionsmittels von 
der Riickseite des Steroidmolekiils eine f-stiindige Hydroxylgruppe ent. 
steht, wihrend bei einem Angriff von der Frontseite eine «-stiindige 
Hydroxylgruppe gebildet wird. Angewandt auf die hier untersuchten 
Steroidketole ergibt sich folgendes Bild: Beim 16 f6-Hydroxy-éstron ist 
die Vorderseite des Molekiils auf Grund der f-stindigen Hydroxylgruppe 
am C-Atom 16 und der anguliren Methylgruppe gegen einen Angriff des 
Reduktionsmittels fast vollstindig abgeschirmt (vgl. 1. c.). Infolgedessen 
war in Ubereinstimmung mit 1. c.* 16-epi-Ostriol das einzige Reduktions. 
produkt nach Behandlung von 16f-Hydroxy-éstron mit NaBH,. Be. 
findet sich die bereits vorhandene Hydroxylgruppe am C-Atom 16 in 
«-Stellung (16«-Hydroxy-éstron), so erleichtert ihre trans-Stellung zur 
anguliren Methylgruppe die Bildung einer «-stiindigen Hydroxylgruppe 
am C-Atom 17 (vgl. 1. c.+*). Bei der Reduktion von 16a-Hydroxy-éstron 
mit NaBH, entstehen neben Ostriol als Hauptreaktionsprodukt auch 
geringe Mengen 17-epi-Ostriol. Befindet sich die Hydroxylgruppe am 
C-Atom 17 in f-Stellung [16-Keto-éstradiol-(17f)], so ist die bevorzugte 
Bildung einer 166-Hydroxylgruppe zu erwarten. Tatsichlich entsteht bei 
der Reduktion von 16-Keto-éstradiol-(17 8) mit NaBH, 16-epi-Ostriol in 
groBerer Ausbeute als Ostriol (vgl. 1. c.”). Vergleicht man die Ergebnisse 
der NaBH,-Reduktion mit denen der enzymatischen Reduktion, so er- 
geben sich auffallende Parallelen. In beiden Fallen entstanden Ostriol 
und 16-epi-Ostriol als Hauptreaktionsprodukte aus den entsprechenden 
16-Hydroxy-17-keto-Verbindungen. Die chemische Reduktion von 16. 
Keto-éstradiol-(17f) fiihrte ebenso wie die enzymatische Reduktion zur 
bevorzugten Bildung von 16-epi-Ostriol. Demnach liegt die Vermutung 
nahe, daB der Reaktionstyp der enzymatischen Reduktion demjenigen 
der NaBH,-Reduktion weitgehend entspricht. Diese Feststellung gilt 
auch fiir die Reduktion von 6-Keto-dstradiol-(178) zu 6-Hydroxy- 
éstradiol-(178) mit NaBH, bzw. nach Inkubation mit Rattenleber- 
Schnitten®. In beiden Fallen hat die 6-Hydroxylgruppe die gleiche 
sterische Konfiguration. 

Nach Inkubation von 16-Keto-déstron mit Kaninchenleber-Schnitten 
entstanden mit Ausnahme von 16-Keto-éstradiol-(17) alle theoretisch 
méglichen Reduktionsprodukte. Wie kinetische Untersuchungen zeigten, 
erreichte die Bildung der 16.17-Ketole ihren héchsten Punkt zwischen 


5 L. F. Fieser, Experientia [Basel] 6, 312 [1950]. 
6 W. R. Biggerstaff u. T. F. Gallagher, J. org. Chemistry 22, 1220 [1957]. 
? J. C. Sheehan, W. F. Erman u. P. A. Cruickshank, J. Amer. chem. 
Soc. 79, 147 [1957]. 
8 H. Breuer, L. Nocke u. R. Knuppen, diese Z. 315, 72 [1959]. 
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40 und 60 Min., wihrend das Maximum der Triole zwischen 60 und 90 Mine 
lag. Demnach diirfte die enzymatische Reduktion von 16-Keto-éstron in 
zwei Abschnitten verlaufen: zunichst entstehen die Ketole, aus denen 
anschlieBend die Triole gebildet werden. Die Tatsache, daB 16«-Hydroxy- 
jstron und 166-Hydroxy-éstron nur in sehr kleinen Mengen nach In- 
kubation von 16-Keto-édstron auftraten, erklairt sich durch die geringe 
Aktivitét der 16x- und 16$-Hydroxy-Dehydrogenasen. Die gleiche Be- 
obachtung war bereits friiher bei der Reduktion von 16-Keto-éstradiol- 
(17a) und 16-Keto-éstradiol-(178) gemacht worden. Auf Grund der sehr 
aktiven 176-Hydroxy-Dehydrogenase in Kaninchenleber war 16-Keto- 
éstradiol-(178) erwartungsgemaB der Hauptmetabolit unter den Ketolen. 
Die gegenseitige Umwandlung der bstricle nach Inkubation mit 
Kaninchenleber-Schnitten war von untergeordneter Bedeutung und 
konnte nur nach Kinsatz gréBerer Steroidmengen mit Sicherheit bewiesen 
werden. Da eine direkte Epimerisierung der Ostriole unwahrscheinlich 
sein diirfte, erhebt sich die Frage nach den méglichen Intermediir- 
verbindungen. Nach Inkubation von 16-epi-Ostriol lieB sich eine solche 
Verbindung in Form von 16-Keto-éstradiol-(178) nachweisen. Demnach 
verliuft die gegenseitige Umwandlung der Ostriole offenbar iiber die 
jeweiligen Ketole, die ihrerseits wieder zu den entsprechenden Triolen 
reduziert werden. Fiir die Umwandlung von Ostriol in 16-epi-Ostriol ist 
dieser Reaktionsablauf beim Menschen bereits bewiesen worden. So fanden 
Levitz, Spitzer und Twombly® nach Injektion von Ostriol-[16-™C] 
im Urin markiertes 16-Keto-éstradiol-(178) und markiertes 16-epi-Ostriol. 
Hinsichtlich der Biogenese von 16«-Hydroxy-éstron und 16/- 
Hydroxy-éstron hat Marrian die Hypothese geaiuBert, daB beide Ver- 
bindungen durch direkte Hydroxylierung entstiinden’*. Im weiteren 
Verlauf des Stoffwechsels sollen dann die entsprechenden Triole — Ostriol 
und 16-epi-Ostriol — durch Reduktion gebildet werden. Diese Hypothese 
liBt sich mit den hier geschilderten Versuchen vereinbaren. Denn wie 
gezeigt werden konnte, liegt das Gleichgewicht zwischen den 16-Hydroxy- 
17-keto-Verbindungen und den Triolen zu gunsten der Triole. Es ist 
unwahrscheinlich, daB durch Oxydation der Triole ein nennenswerter 
Beitrag zur Bildung der 16-Hydroxy-17-keto-Verbindungen geleistet wird. 
Fiir die Biogenese von 16-Keto-éstradiol-(17«) und 16-Keto-éstradiol- 
(178) kénnte auBer der bereits erwihnten Oxydation der Triole auch eine 
direkte Umlagerung aus 16«-Hydroxy-éstron bzw. 168-Hydroxy-éstron 
iiber die entsprechende Enolform noch in Betracht kommen. Wihrend 
diese Méglichkeit bei der chemischen Umlagerung der 16-Hydroxy-17- 
ketone in 16-Keto-édstradiol-(178) in saurem bzw. alkalischem Milieu 
eine entscheidende Rolle spielt?*, gibt es aber bisher keine Anhaltspunkte 
fir einen solchen Reaktionsablauf in biologischen Systemen. 


® M. Levitz, J. R. Spitzer u. G. H. Twombly, J. biol. Chemistry 231, 
787 [1958]. 
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Experimenteller Teil 


Reagenzien: Ather wurde mit gesatt. FeSO,-Lésung und Wasser gewaschen 
und dann destilliert. Chloroform wurde mit Wasser gewaschen, iiber CaCl, ge- 
trocknet und filtriert. Nach Destillation iiber eine Kolonne wurde 1 Vol% Athanol 
zugesetzt. Sowohl Ather als auch Chloroform wurden in braunen Flaschen bej 
+ 4° aufbewahrt und innerhalb einer Woche verwendet. Athanol wurde mit 
NaOH-Platzchen am RiickfluBkihler gekocht und dann zweimal iiber eine Kolonne 
destilliert. 

Phenolische Steroide: Alle Steroide wurden durch Bestimmung der 
Schmelzpunkte sowie papierchromatographisch auf Reinheit geprift. Folgende 
Steroide wurden synthetisiert: 16-Keto-dstron [A1-*-5(0)_Ostratrienol-(3)-dion. 
(16.17)]?°, 16«-Hydroxy-éstron [41-3-5(10)_6stratriendiol-(3.16a)-on-(17)]1, 16-Ke. 
to-dstradiol-(178) [A1-3-5@0).Ostratriendiol-(3.178)-on-(16)]!° und 16-epi-Ostriol 
[A1-8-5(10).Ostratrientriol-(3.168.17f)]*. Zur Darstellung von 168-Hydroxy-éstron 
[A1-3-5(10). )stratriendiol-(3.168)-on-(17)] wurde 168-Hydroxy-éstron-diacetat® 22 
Stdn. bei 25° mit 5n methanol. H,SO, verseift; aus dem Reaktionsgemisch wurde 
nach Chromatographie an einer Cellulosesiule ein reines Praparat gewonnen. 
17-epi-Ostriol [A1-3-509).Ostratrientriol-(3.16«.17«)] wurde aus A1-8-5(10)-16_()stra. 
tetraenol-(3)-benzoat1! nach den Angaben von Prelog, Ruzicka und Wieland” 
synthetisiert. 16.17-epi-Ostriol [A!-3-5(°) Ostratrientriol-(3.168.17«)]5 und 16-Keto. 
éstradiol-(17a) [A!-3-5(0).Ostratriendiol-(3.17«)-on-(16)] stellte Herr Dr. J. Fish- 
man fireundlicherweise zur Verfiigung. Ostriol war ein Handelspraparat und ent- 
hielt geringe Spuren von 16-epi-Ostriol, die chromatographisch abgetrennt wurden, 


Gewebe: 1500 g schwere mannliche Kaninchen wurden durch Dekapitation 
getétet; nach dem Ausbluten wurde die Leber entnommen und in Krebs - Phosphat- 
lésung von 4° gelegt. Leberschnitte wurden mit einer Rasierklinge nach Deutsch" 
hergestellt. 

Inkubationsbedingungen: 200mg Leberschnitte wurden mit 200 ng 
Steroid in 5 ml glucosehaltiger (0,02 m) Krebs-Phosphatlésung!® 60 Min. bei 37° 
in Luft inkubiert. In einigen Versuchen wurden 3 g Leberschnitte mit 3 mg Steroid 
in 50 ml Krebs-Phosphatlésung 120 Min. bei 37° inkubiert. Die Steroide wurden 
in Athanol gelést zugesetzt. 


Aufarbeitung der Ansaitze: Nach Inkubation wurden die Schnitte und 
Lésungen einmal mit dem gleichen und zweimal mit dem halben Vol. Ather/Chloro. 
form 3:1 extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden durch ein Faltenfilter 
filtriert und in Erlenmeyerkolben aus Quarzglas bei Zimmertemp. im Eindampf- 
gerat nach Hecker und Karlson?® unter vermindertem Druck eingedampft. 
Die Riickstande wurden in Athanol aufgenommen. 


Papierchromatographie: Alle Extrakte wurden zunachst der Papier- 
chromatographie im System Formamid/Monochlorbenzol unterworfen, um die 
relativ wenig polaren Verunreinigungen abzutrennen. Nach Elution wurden die 
Extrakte im System Formamid/Chloroform chromatographiert. Bei 6stdg. Lauf- 
zeit betrugen die Ry-Werte 0,04 fiir Ostriol und 16.17-epi-Ostriol, 0,17 fiir 16-epi- 
Ostriol, 0,22 fiir 17-epi-Ostriol, 0,28 fiir 168-Hydroxy-dstron, 0,33 fiir 16-Keto- 
éstradiol-(176) und 16-Keto-éstradiol-(17~) und 0,40 fir 16a-Hydroxy-éstron. 


10 M. N. Huffman u. M. H. Lott, J. biol. Chemistry 172, 325 [1948]. 
11M. N. Huffman, M. H. Lott u. A. Tillotson, J. biol. Chemistry 217, 
103 [1955]. 
122 V. Prelog, L. Ruzicka u. P. Wieland, Helv. chim. Acta 28, 250 [1945]. 
13 J. Fishman u. W. R. Biggerstaff, J. org. Chemistry 28, 1190 [1958]. 
14 W. Deutsch, J. Physiology 87, 56P [1936]. 
15 H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 
16K. Hecker u. P. Karlson, Chemie-Ing.-Techn. 25, 397 [1953]. 
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Wenn erforderlich, wurde die ,,Ostriol‘-Fraktion im System Benzol/Methanol/ 
Wasser 100:55:451? rechromatographiert; nach 24stdg. Laufzeit betrugen die 
Wanderungsstrecken fiir Ostriol 8,9 cm und fiir 16.17-epi-Ostriol 11,8 cm. Die 
,16-Keto-dstradiol-(17f)“-Fraktion wurde im System Benzol/Petrolather/Metha- 
nol/Wasser 33:66:80:20)!” rechromatographiert; bei 25stdg. Laufzeit betrugen 
die Wanderungsstrecken 11,1 cm fir 16-Keto-édstradiol-(17«) und 9,3cm fiir 
16-Keto-dstradiol-(178). Nach dem Trocknen der Chromatogramme wurden die 
phenolischen Steroide mit Folin und Ciocalteus'® Reagenz sichtbar gemacht. 
Die untere Empfindlichkeitsgrenze liegt bei 0,5 ug Steroid. Zur weiteren Identi- 
fizierung und zur Isolierung wurden die Metaboliten von unbehandelten Chromato- 
grammen mit Methanol eluiert, nachdem ihre Position durch Anfarben ent- 
sprechender Randstreifen festgestellt worden war. 

Identifizierung: Neben der Ermittlung der Ry-Werte bzw. der Wande- 
rungsgeschwindigkeiten in verschiedenen Systemen wurden die Steroide durch 
ihre Absorptions-Spektren der Schwefelsiure-Wasser-Reaktion!®?° sowie durch 
das papierchromatographische Verhalten ihrer Azoderivate mit Fast Black Salt K 
(diazotiertes p-Nitrobenzol-azo-dimethoxy-anilin) identifiziert?°*. 

Isolierung: Nach Elution von den Papierchromatogrammen wurden die 
Steroide unter Verwendung eines Mikroskop-Heiztisches der Mikrosublimation bei 
normalem Druck unterworfen, Waren die zu sublimierenden Substanzen nicht 
geniigend vorgereinigt, so wurde haufig an Stelle einer Kristallisation eine Trépf- 
chenbildung beobachtet. In solchen Fallen wurde die Sublimation wiederholt. 
Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte ebenfalls auf einem Mikroskop- 
Heiztisch. 

Quantitative Bestimmung: Nach Elution wurden die phenolischen 
Steroide mit Hilfe der Kober-Realtion®? bestimmt. Weitere Einzelheiten vgl. 
lice. 

Chemische Reduktion der Steroide mit NaBH,: 100 ug Steroid wurden 
in 2m/ Methanol gelést und etwa 200 ug NaBH, zugefiigt. Die Mischung wurde 
2 Stdn. bei 25° stehen gelassen, mit Wasser auf 30 ml verdiinnt, mit 10x HCl 
angesiuert und nach 2 Stdn. mit Ather extrahiert. Die atherischen Lésungen 
wurden mit gesitt. NaHCO,-Lésung und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, ge- 
trocknet und im Vak. eingedampft. Der Riickstand wurde zur Papierchromato- 
graphie verwendet. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde der Zwischenstoffwechsel von 16-Keto-éstron, 16«- 
Hydroxy-éstron, 166-Hydroxy-éstron, 16-Keto-éstradiol-(17«), 16-Keto- 
istradiol-(17B), Ostriol, 16-epi-Ostriol, 17-epi-Ostriol und 16.17-epi- 
Ostriol in Leberschnitten mannlicher Kaninchen untersucht. 


2. Die dabei entstehenden Metaboliten wurden durch Mikrosubli- 
mation isoliert und durch Bestimmung der Ry-Werte, durch die Ab- 


17 J. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 

18 Q. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 78, 627 [1927]; F. L. 
Mitchell u. R. E. Davies, Biochem. J. 56, 690 [1954]. 

19 W. Dirscherl u. F. Zilliken, Naturwissenschaften 31, 349 [1943]; 
W. Dirscherl u. H. Breuer, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. [Wien] 6, 
87 [1954]. 

20 H. Breuer, R. Knuppenu. G. Pangels, Acta endocrinol. 80, 247 [1959]. 

21 KE. Heftmann, Science [New York] 111, 571 [1950]. 

22 J. B. Brown, J. Endocrinology 8, 196 [1952]; W. S. Bauld, Biochem. J. 
56, 426 [1954]. 

23H. Breuer u. L. Nocke, Acta endocrinol. 29, 489 [1958]. 
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sorptionskurven der Schwefelsiure-Wasser-Reaktion, durch Papier. 
chromatographie der Kupplungsprodukte mit Fast Black Salt K sowie 
durch Bestimmung der Schmelzpunkte identifiziert. 

3. Die quantitative Untersuchung 1i8t darauf schlieBen, daB die 
Aktivitét der 176-Hydroxy-Dehydrogenase gréBer als die der 16x- und 
168-Hydroxy-Dehydrogenasen war. Die geringste Aktivitat zeigte die 
17«-Hydroxy-Dehydrogenase. 


Summary 


1. The intermediate metabolism of 16-oxo-oestrone, 16«-hydroxy. 
oestrone, 16f-hydroxy-oestrone, 16-oxo-oestradiol-(17«), 16-oxo-oestra. 
diol-(178), oestriol, 16-epioestriol, 17-epioestriol and 16.17-epioestriol has 
been studied in liver slices of male rabbits. 

2. The metabolites formed were isolated by microsublimation and 
identified by their Ry values, by the absorption curves of the sulfuric 
acid water reaction, by paper chromatography of their azo derivatives 
with Fast Black Salt K and by their melting points. 

3. The quantitative examination showed that the 17f-hydroxy 
dehydrogenase was more active than the 16x- and 16-hydroxy 
dehydrogenases. The 17x-hydroxy dehydrogenase displayed the lowest 
activity. 


Priv. Doz. Dr. H. Breuer, Chirurgische Universitatsklintk, Bonn, Venusberg, 
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Die Wirkung der Neuraminidase auf verschiedene Formen 
des Rinder-Submaxillarismucins 
Von 
H. Faillard 
(unter Mitarbeit von Frau L. Gebhard) 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21, September 1959) 


Nachdem es Klenk und Lauenstein! gelungen war, das Vor- 
kommen von Neumarinsiure (NS) im Rinder-Submaxillarismucin durch 
Isolierung des kristallisierten Neuraminsaiure-methylglykosids nach vor- 
angegangener Methanolyse nachzuweisen, konnten wenig spater Klenk 
und Faillard? erstmals iiber die Darstellung von N-Acetyl-neuramin- 
siure in kristallisierter Form aus dem gleichen Material berichten. Dieses 
durch hydrolytische Spaltung aus dem Glykoproteid gewonnene Derivat 
der Neuraminsiure, welche in freier Form bisher noch nicht isoliert 
werden konnte, lieB sich in die ebenfalls kristallisierte Methoxylver- 
bindung iiberfiihren?. Kurz darauf isolierten Klenk, Faillard und 
Lempfrid? dieselbe N-Acetyl-neuraminsiure aus menschlichem Harn- 
mucin durch Einwirkung von Influenzavirus, und schlieBlich wurde 
diese Substanz auch als enzymatisches Spaltprodukt durch das in 
gleicher Weise wie Influenzavirus wirksame*® ,,receptor destroying 
enzyme“ (RDE) der Choleravibrionen aus Rinder-Submaxillarismucin 
ethalten®®, 

Eine andere Verbindung der Neuraminsiure, naimlich eine V-Gly- 
kolyl-neuraminséure, fanden zur gleichen Zeit Blix und Mitarbeiter’ 
im Submaxillarismucin des Schweines, aus welchem Klenk und 
Uhlenbruck® ebenfalls unter Anwendung von RDE aus Vibrio cholerae 
die enzymatische Abspaltung und kristallisierte Isolierung dieser Sub- 
stanz gelang. Klenk und Uhlenbruck® konnten dariiber hinaus 
zeigen, daB diese N-Glykolyl-neuraminsiure sehr hiufig vorkommt und 


1 FE. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 

2 E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 

3 E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]. 

4A, Gottschalk, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 20, 560 [1956]. 

5H. Faillard, diese Z. 307, 62 [1957]. 

6° H. Faillard, diese Z. 305, 145 [1956]. 

7 G. Blix, E. Lindberg, L. Odinu. L Werner, Acta Soc. Med. Uppsaliensis 
61, 1 [1956]. 

8 E. Klenk u. G. Uhlenbruck, diese Z. 307, 266 [1957]. 

® E. Klenk u. G. Uhlenbruck, diese Z. $11, 227 [1958]. 
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so unter anderem in den Glykoproteiden und Glykolipoiden des Erythro. 
cytenstromas vieler Tierarten (Rind, Pferd?®, Schwein, Schaf) zu finden 
ist. Eine von Klenk und Uhlenbruck® ausgearbeitete kolorimetrische 
Methode zur quantitativen Bestimmung der Glykolsiure ergab die 
Moglichkeit, die friiher?® aus Rinder-Submaxillarismucin isolierte 
N-Acetyl-neuraminsiure auf ihren Gehalt an Glykolyl-Verbindung zy 
priifen, da die Infrarotspektren dieser Substanz bei 8,3 4 stets eine 
geringe Abweichung vom Spektrum der aus menschl. Harnmucin ge. 
wonnenen N-Acetyl-neuraminsiure ergaben. Tatsichlich hatten sowohl 
die enzymatisch als auch die hydrolytisch aus Rinder-Submaxillaris. 
mucin abgespaltenen, mehrfach umkristallisierten Substanzen einen 
Glykolyl-Gehalt von 4—4,5%8, was einer Beimengung von etwa 25% 
N-Glykolyl-neuraminsiure entspricht. Die aus menschl. Harnmucin 
enzymatisch abgespaltene Substanz hingegen erwies sich als glykolyl. 
freie N-Acetyl-neuraminsiure®. 

Eine héher acylierte Verbindung der Neuraminsiure, nimlich eine 
N.O-Diacetyl-neuraminsiure (B-Sialic acid), konnten Blix und Mit. 
arbeiter?™ in Bestiitigung eines friiheren Befundes!? ebenfalls aus 
Rinder-Submaxillarismucin isolieren, wobei die sauerstoffstandige Ace- 
tylgruppe dieser Substanz sehr leicht durch Saure oder Alkali unter 
Bildung von N-Acetyl-neuraminsiure abspaltbar ist. Uber die Existenz 
einer noch héher acetylierten Neuraminsiure im Rinder-Submaxillaris- 
mucin, nimlich einer N-Acetyl-O-diacetyl-neuraminsiure (B-Sialic acid 
II), berichtete Blix™ kiirzlich. 

Da das friiher®* als Substrat fiir die enzymatische Spaltung be- 
nutzte, nach Hammarsten und Blix” hergestellte Rinder-Submaxil- 
larismucin nur durch Alkalisieren auf py 9—9,5 in Lésung zu bringen 
war, mubte hierbei bereits mit einer Abspaltung der labilen O-Acetyl- 
gruppe gerechnet werden, weshalb als Spaltprodukt nur die beiden 
N-acylierten Neuraminsiuren isoliert werden konnten. Deshalb schien 
die Klairung der Frage nach der enzymatisch eventuell unterschied- 
lichen Abspaltbarkeit der verschiedenen, im Rinder-Submaxillaris- 
mucin vorkommenden Verbindungen der Neuraminsaure wichtig, wobei 
besonders die Frage beantwortet werden sollte, ob die Diacetyl- 
neuraminséure als solche oder erst nach Umwandlung in N-Acetyl- 
neuraminsdure enzymatisch abgespalten wird. Als Substrat fiir die 
Spaltungen diente jetzt das gut wasserlésliche und unter Vermeidung 
stark saurer Reaktionen nach der Vorschrift von Heimer und Meyer™ 
dargestellte Rinder-Submaxillarismucin. Die Ergebnisse der enzyma- 


10 T, Yamakawa, J. Biochemistry [Tokyo] 48, 867 [1956]. 

il G. Blix, E. Lindberg, L. Odin u. I. Werner, Nature [London] 175, 
340 [1955]. 

12 G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]. 

13 G. Blix, Proc. IV. Int. Congr. Biochem., Vienna 1958, Symp. I, S. 94; 
Pergamon Press, London. 
14 R. Heimer u. K. Meyer, Proc. nat. Acad. Sci. USA 42, 728 [1956]. 
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tischen Spaltungen zeigen, daf auch die Diacetyl-neuraminsiure, 
welche kristallisiert mit einer Beimengung von noch etwa 10—20% 
y-Acetyl-neuraminsaure isoliert werden konnte, durch RDE aus V. cho- 
lerae enzymatisch abspaltbar ist. Allerdings fiihrte der Vergleich mit 
den nach Alkalivorbehandlung des Mucins durchgefiihrten enzyma- 
tischen Spaltungen zu der Erkenntnis, daB die Neuraminidase N-Acetyl- 
neuraminsaiure offensichtlich wesentlich leichter abspaltet. 

Da Walop?> kiirzlich die Méglichkeit einer kompetitiven Hem- 
mung der Neuraminidase durch enzymatisch freigesetzte Acyl-neuramin- 
siure diskutierte, muBte an eine eventuell verstérkte Hemmung der 
Enzymwirkung durch die abgespaltene Diacetyl-neuraminsaure zur Er- 
klirung der schlechten enzymatischen Abspaltbarkeit dieser Substanz 
gedacht werden. Unter gleichzeitiger Dialyse durchgefiihrte Spaltungen, 
die eine schnelle Entfernung des enzymatischen Spaltproduktes aus dem 
Enzymansatz gewihrleisteten, zeigten jedoch in gleicher Weise die weit 
schlechtere enzymatische Freisetzung der Diacetyl-neuraminsiure gegen- 
iber der N-Acetyl-neuraminsiure, wenngleich in Ubereinstimmung mit 
Walops Ergebnissen die Gesamtausbeute an enzymatisch freigesetzter 
Substanz unter diesen Versuchsbedingungen in beiden Fallen etwas 
besser war. 

Die Glykolyl- und Acetyl-Bestimmungen im Submaxillarismucin 
vor und nach Alkalibehandlung machen das Fehlen einer sauerstoff- 
stindigex, leicht abspaltbaren Glykolylgruppe wahrscheinlich, zumal 
auch die isolierte Diacetyl-neuraminsaure glykolylfrei war. Da hingegen 
aus den ohne Alkalivorbehandlung des Mucins durchgefiihrten enzyma- 
tischen Spaltungsansitzen neben der Diacetyl-neuraminsiure gleichzeitig 
Y-Acyl-neuraminsiure kristallisiert isoliert werden konnte, welche zu fast 
60% aus N-Glykolyl-neuraminsiure bestand, ist im nativen Rinder- 
Submaxillarismucin neben den héher acetylierten Neuraminsiuren 
méglicherweise nur N-Glykolyl-neuraminsiure vorhanden. Die isolierte 
Y-Acetyl-neuraminsiure kénnte sehr wohl im Verlaufe des Reinigungs- 
prozesses durch hydrolytische Abspaltung des sehr labilen sauerstoff- 
stindigen Acetylrestes aus der Diacetyl-neuraminsaure entstanden sein. 


Die Untersuchung wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefihrt. 


Beschreibung der Versuche 


1. Ausgangsmaterial 
Rinder-Submaxillarismucin wurde nach der Vorschrift von Heimer 
und Meyer™ dargestellt durch kalte Extraktion mit der zehnfachen Menge 
6m Harnstoffs nach vorangegangener erschépfender kalter Acetonextraktion frischer 
Rinder-Submaxillarisdriisen. Nach Ausdialysieren des Harnstoffs konnte das Roh- 
mucin durch Fallung mit 2n HCl beim py 3,5 gewonnen werden. Die EnteiweiBung 
erfolgte in 0,5n Essigséure/n Calciumacetatlésung 1:1 durch mehrfaches Aus- 


15 J. N. Walop, Vortrag Int. Kongr. f. Biochemie, Wien 1958, Sect. 10—1. 
siehe auch: J. Brug, R. J. E. Esser u. G. B. Paerels, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 83, 241 [1959]. 
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schiitteln mit Chloroform/Amylalkohol 3:1 und anschlieBendes Zentrifugieren be} 
zunachst 2800 x g und dann 25000 x g. Aus den klaren, opaleszierenden Uber. 
stinden konnte das reine Mucin durch Fallung mit Athanol aus 54—78proz, 
alkoholischer Lésung gefallt werden. Aus je 5 kg frischen Submaxillarisdriisen 
wurden 50—60 g Mucin gewonnen. Neuraminsiuregehalt durchschnittlich 16% 
(Bialsche Reaktion, berechnet als Neuraminsaiure-methylglykosid!*), Hexosamin. 
gehalt 10% (berechnet als Glucosamin), Virus-Himagglutinations-Hemmwert nach 
Tamm und Horsfall”’, ausgefihrt in der friiher* beschriebenen Weise, 1 - 10-1 ~ 
5+ 10-2 y Mucin/Agglutinationsdosis Influenzavirus B-Lee. 
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2. Spaltungsansatze 

Mengen von 1—2,5 g Rinder-Submaxillarismucin wurden in 20—40 cm! dest, 
Wasser aufgenommen und 2—3Tage zur Entfernung evtl. noch vorhandener, 
dialysabler Bestandteile der Mucinlésung gegen mehrfachen Wechsel von je 10] 
dest. Wasser dialysiert. AnschlieBend wurde der auf das Doppelte seines Ausgangs. 
volumens angewachsene Dialysierschlauchinhalt bei 2800 x g zur Abtrennung nicht 
in Lésung gegangenen Mucins zentrifugiert. In dem klaren opaleszierenden Uber. 
stand bestimmte man den Neuraminsiuregehalt und damit die in Lésung gegangene 
Mucinmenge. Nach Zugabe von CaCl, (0,01 m) und einigen Tropfen Ather, sowie 
Einstellen des py auf 6,5—7,0 wurden 2,2 cm® einer aus V. cholerae-Bouillon* durch 
Gefriertrocknungs-Anreicherung und Reinigung durch Adsorption an menschl, 
Blutkérperchen (wie friiher beschrieben®) gewonnenen RDE-Lésung hohen Titers 
hinzugegeben. Nach 24stdg. Bebriitung bei 37° wurden weitere 2,2 cm* RDE-Lésung 


Tab. 1. Ergebnisse der enzymatischen Spaltungen ohne Alkalivorbehandlung 
g des Mucins. 















































Mucin RDE-Lésung a. 
Ansatz - 
Nr. NS-Gehalt % der 
g der Mucin- | cm® Titer mg eingesetzten 
Lésung (mg) NS 
2,2 32000—64.000 
1 1,5 229,0 2'9 512—1024 79,5 34,7 
2,2 2048—4096 
2 1,5 209,0 2'9 512—1024 54,9 26,3 
2,2 2048—4096 
3 2,0 292,0 2'9 256— 512 78,4 26,8 
4 | 25 383,0 33 rer ane 61,8 16,1 
2,2 32000—64000 
5 2,5 318,0 29 5121024 81,7 25,7 
2,2 4096—8192 
6 2,5 370,0 2'2 256— 512 85,7 23,1 
2,2 4096—8192 
f 1,0 147,0 29 512—1024 33,6 22,8 
2,2 2048—4096 
8 1,0 139,0 2'9 256— 512 30,2 21,7 














16 P, Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 82, 289 [1954]. 

17 J. Tamm u. F. L. Horsfall jr., J. exp. Medicine 95, 71 [1952]. 

* vom Pasteur-Institut Paris, Dr. Gallut, freundlicherweise zur Verfiigung 
gestellt. 
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niedrigeren Titers, aus der zweiten Adsorption des gleichen Enzymansatzes 
sammend, hinzugegeben und 14 Stdn. weiter bebriitet. AnschlieBend Dialyse der 
Ansitze gegen dest. Wasser und Bestimmung der enzymatisch abgespaltenen 
Neuraminsdéure im Dialysat (Bialsche Reaktion, berechnet als Neuraminsaure- 
methylglykosid'*). Das Ergebnis zeigt Tab. 1. 

Die durchschnittliche Ausbeute an enzymatisch abgespaltener NS betrug 
4,7% der eingesetzten Menge NS. Nach Lésen des Mucins in Alkali (pa 9—9,5) 
konnten friiher® durchschnittlich 56,6% (in den einzelnen Ansétzen schwankend 
qwischen 42,3 und 69,6%) der eingesetzten Menge NS ausnach Hammarsten-Blix™ 
dargestelltem Rinder-Submaxillarismucin enzymatisch abgespalten werden. Eine 
Wiederholung der Spaltungen mit dem nach Meyer" dargestellten Submaxillaris- 
mucin ergab nach Lésen des Mucins in Alkali bei Zimmertemperatur und an- 
schlieBender Entfernung des Alkalis durch erschépfende Dialyse unter sonst 
geichen Bedingungen ahnliche Ergebnisse mit einer durchschnittl. enzymatischen 
Abspaltung von 58,7% der mit dem Mucin eingesetzten NS (Tab. 2). 


Tab. 2. Ergebnisse der enzymatischen Spaltungen nach Alkali-Vorbehandlung 




















des Mucins. 
: ” Menge der 
i. Mucin RDE-Lésung abgespalt. NS 
Nr. NS-Gehalt % der 
g der Mucin- | cm* Titer mg | eingesetzten 
Lésung (mg) NS 
2,2 32000—64000 
1 1,0 130,0 2'2 5121024 103,2 79,2 
2,2 2048—4096 
2 1,0 139,9 2'2 5121024 79,4 56,8 
2,2 2048—4096 
3 2,0 272,2 2'2 512—1024 123,0 45,2 
2,2 4096—8192 
4 2,0 320,0 2'2 10242048 173,2 54,2 




















Da zum erschépfenden Ausdialysieren der enzymatisch abgespaltenen NS 

eine mehrtagige Dialyse bei + 2° gegen oft gewechseltes dest. Wassers notwendig 
war, kénnte eine iiber die eigentliche Bebriitungszeit hinausgehende Einwirkung 
des RDE auf das Mucin bei unterschiedlichen Dialysezeiten eine Fehlerquelle beim 
Vergleich der Spaltungen von alkali-vorbehandeltem und nicht mit Alkali vor- 
behandeltem Mucin darstellen. Deshalb wurden kleinere Mucinmengen (300 mg) 
in Parallelversuchen mit und ohne Alkali-Vorbehandlung (wie oben beschrieben) 
nit RDE-Praparaten aus jeweils dem gleichen Enzymansatz unmittelbar nach der 
38stdg. Spaltung mit 8 atii Stickstoffdruck iiber Ultrafilter der Porenweite 5—10 mu 
filtriert. Den NS-Gehalt bestimmte man dann im Ultrafiltrat, ohne den Filter- 
rickstand, wie sonst iiblich, mehrfach mit dest. Wasser iiber das Ultrafilter nach- 
zuwaschen. Um sicher zu gehen, da8 nur enzymatische Spaltprodukte im Ultra- 
filtrat erschienen, wurden die dialysierten, wiBr. Mucinlésungen unmittelbar vor 
den Spaltungsansatzen bereits iiber das gleiche Ultrafilter filtriert und der Filter- 
rickstand zur Spaltung wieder in 0,01m CaCl, aufgenommen (siehe Tab. 3). 
Nach wiederholtem Nachwaschen des Ultrafilterriickstandes mit dest. Wasser, 
bis keine NS mehr im Ultrafiltrat nachweisbar war, stieg die Menge der insgesamt 
ulttrafiltrierbaren Neuraminsaure in beiden Versuchen auf Werte an, die denen der 
dialysierten Spaltungsansitze mit gréBeren Mucinmengen entsprachen. Auch hier 
wurde aus den nicht alkali-vorbehandelten Mucinen weniger als die Halfte der 
Neuraminsiuremenge abgespalten, welche durch das gleiche RDE-Praparat aus 
alkali-vorbehandelten Mucinen in Freiheit gesetzt wurde. 
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Tab. 3. NS-Bestimmung im Ultrafiltrat der Spaltungsansatze mit und ohne Alkali. 


Vorbehandlung des Mucins (jeweils 300 mg/100 cm), 


















































Vor Spaltg. in y NS Menge d. ab. 
Parallel 100 cm? befindl. pro gespalt. NS 
re os nicht ultra- RDE cm’ re 
versuc filtrierbare Ultra- a cinge- 
NS (mg) filtrat 8 setat 
NS 
nach Alkali- je 
vorbehandlg. 38,7 2,2 140 14,0 36,2 
1 oi 
ohne Alkali- iter ‘ 
vorbehandlg. 32,9 2048 bis| 32 3,2 | 9,7 
4096 
nach Alkali- je 
vorbehandlg. 35,5 2,2 111 11,1 31,2 
2 cm? 
ohne Alkali- Titer- 
vorbehandlg. 35,0 1024 bis 51 5,1 | 146 
2048 





Tab. 4. Ergebnisse der enzymatischen Spaltungen unter gleichzeitiger Dialyse. 






















































18 KE. Eegriwe, Z. analyt. Chem. 89, 123 [1923]. 











, Menge der enzymat. ab- 
+ Zur —. eingesetzte | Rebriitungs- oa. im Dialysat be- 
uciniosung dauer stimmten NS 
cm? mg NS Stdn. =s d danke NS 
3 7,9 22,3 
; , 18 21,4 60,4 
nach Alkali- 42 35,4 Dialysat gewechselt 
vorbehand- 34 8,94 i 25,2 
lung Dialysat gewechselt 
42 1,39 3,9 
3 3,01 8,95 
18 10,4 30,9 
ohne Alkali- 38 33,6 Dialysat gewechselt 
vorbehand- 34 5.51 | 16,4 
lung Dialysat gewechselt 
42 095 | 28 


Die aus den alkali-vorbehandelten Spaltungsansatzen abgespaltene N-Acyl- 
neuraminsaure wurde nach Entsalzung und Chromatographie an Ionenaustauschern 
nach den friiher® beschriebenen Methoden kristallisiert erhalten; sie erwies sich als 
N-Acetyl-neuraminsaure, welche nach der Glykolylbestimmungs-Methode von 
Eegriwe’® (fir die Bestimmung der N-Glykolyl-neuraminsiure modifiziert von 
Klenk und Uhlenbruck®) 4,1% Glykolyl und demnach 22,5% N-Glykolyl- 
neuraminsaure enthielt. 
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3. Enzymatische Spaltung unter gleichzeitiger Entfernung der 
Spaltprodukte durch Dialyse 

Die in gleicher Weise, wie vorne unter 2. beschrieben, vorbereiteten Alkali- 
und nicht mit Alkali vorbehandelten Mucinansitze wurden nach Zugabe von 
(aCl,, etwas Ather und Einstellen mit 0,ln NaOH auf py6—7 mit jeweils 2,0 cm* 
des gleichen RDE-Praparates vom Titer 2048—4096 versetzt und in einem Dia- 
lysierschlauch 38 Stdn. bei 37° gegen mehrfachen Wechsel von je 100 cm* 0,01n 
(aCl,-Lésung (zur Erhaltung der Sterilitat ebenfalls mit einigen Tropfen Ather 
versetzt) unter den Bedingungen der enzymatischen Spaltung dialysiert (siehe 
Tab. 4). 
Trotz der unter diesen Bedingungen insgesamt erzielten besseren Abspaltungs- 
ergebnisse ist auch hier ein starker Unterschied zwischen den Spaltungsergebnissen 
alkali-vorbehandelter (31,73 mg abgespalt. NS = 89,5%) und nicht mit Alkali 
behandelter Mucine (16,86 mg abgespalt. NS = 50,1%) zu verzeichnen. 


4, Acetyl-Bestimmung im Muein vor und nach Alkalibehandlung 

2 g Mucin (16% NS) wurden in 50 cm? Wasser gelést, die Lésung mit 2n NaOH 
auf ein py von 9,2—9,5 eingestellt und 18—20 Stdn. bei Zimmertemperatur unter 
gelegentlichem Nachalkalisieren stehen gelassen. Dann wurde gegen mehrfachen 
Wechsel von dest. Wasser dialysiert und die Dialysate nach Einstellen auf p,8—9 
im Vak. eingeengt und anschlieBend gefriergetrocknet: 2,0624 g Trockensubstanz, 
Neuraminsaure nicht nachweisbar. Der Dialysierschlauchinhalt ergab nach Ge- 
friertrocknung 1,613 g (NS-Gehalt 14,5%). 

Um Fehlbestimmungen durch Miterfassen anderer unter den Bedingungen 
der Acetylbestimmung titrierbarer saurer Valenzen auszuschlieBen (die direkte 
Acetylbestimmung aus den Dialysat-Trockensubstanzen gab wesentlich héhere 
Werte), wurde die Dialysat-Trockensubstanz nach Ansaéuern mit H,PO, mit 
Wasserdampf destilliert und im Destillat die Essigsaiure als Silberacetat gravi- 
metrisch bestimmt. 

0,6062 (0,5450) g Trockensubstanz in wenig Wasser gelést, mit Phosphor- 
sure stark angesduert, Wasserdampf eingeleitet. Nach Abnahme von etwa 350 cm’ 
Destillat wurde dies mit Ammoniak auf p,8 alkalisiert und im Vak. auf etwa 
5cm® eingeengt. Nach Ansaiuern mit verd. Salpetersaure auf py6—7 wurde mit 
5proz. waBr. AgNO,-Lésung versetzt und der Silberacetatniederschlag nach Ab- 
saugen iiber einen Gooch-Trichter, Waschen mit wenig kaltem Wasser und Trocknen 
bei 100° ausgewogen: 33,4 (28,1) mg Silberacetat entspr. 8,6 (7,25) mg CH,CO, 
d.h.in der Gesamtmenge von 2,0624g Dialysat-Trockensubstanz sind 29,3 
(27,4) mg CH,CO enthalten. Nimmt man an, daB unter der Einwirkung des Alkalis 
bei Zimmertemperatur nur die sauerstoffstandige Acetylgruppe abgespalten wird, 
so miiBten bei einem Gehalt der Diacetyl-NS von 24,5% CH,CO, der N-Acetyl-NS 
von 13,9% CH,CO und einem Gesamt-NS-Gehalt von 16% des Mucins bei obigem 
Versuch theoretisch 33,9 mg CH,CO abgespalten worden sein. 

Eine Bestimmung des Acetyls nach Bredereck!® im Dialysierschlauch- 
inhalt nach Behandlung mit Alkali und anschlieBender Dialyse sowie im nicht 
mit Alkali behandelten Mucin ergab folgende Werte: 

Mucin ohne Alkalibehandlung: (Dialysierschlauchinhalt nach Dialyse) 40,982 
(102,2) mg Trockensubstanz: 1,01 (2,70) cm? 0,05n NaOH, entspr. 2,175 (5,81) mg 
CH,CO = 5,31 (5,67)% Acetyl. 

Mucin nach Alkalibehandlung: 39,921 (86,550) mg Mucin: 0,735 (1,24) cm? 
0,05n NaOH. entspr. 1,58 (2,665) mg CH,CO = 3,96 (3,08) % Acetyl. 

Unter der Annahme, daB im nicht mit Alkali behandelten Mucin alle NS 
als Diacetyl-NS und alles Hexosamin als N-Acetyl-hexosamin vorlage, miiBte 
das Mucin unter Zugrundelegung eines NS-Gehaltes von 16% mit 24,5% CH,CO 
und eines Hexosamingehaltes von 10% mit 19,5% CH,CO theoretisch berechnet 
5,87% CH,CO enthalten. Bei Abspaltung eines sauerstoffstindigen Acetyls unter 
Einwirkung von Alkali miiBte dieser Wert theoretisch auf 4,17% CH,CO sinken. 


19 H. Bredereck, Angew. Chem. 45, 241 [1932]. 
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5. Glykolyl-Bestimmung im Mucin 


Glykolyl-Bestimmung, ausgefiihrt nach Klenk und Uhlenbruck® mit 
Rinder-Submaxillarismucin vor und nach Alkalibehandlung: 

Ohne Alkalibehandlung: 25,815mg in 1 cm* konz. Schwefelsiure verascht, auf 
10 cm* aufgefiillt, davon 0,lcm* zur Bestimmung: HY = 0,335, entspr. 230 
CH,OH-CO bzw. 0,89% CH,OH-CO. 

Nach Alkalibehandlung: 31,746 mg, ausgefiihrt wie vorher; H = 0,449 
entspr. 305 y bzw. 0,96% CH,OH-CO. 

Unter der Annahme, daf sich im Mucin (16% NS) nur am Stickstoff der 
Neuraminsaure eine Glykolyl-Gruppe befindet, und die Gesamt-NS des Mucins 
nach Klenk und Uhlenbruck® nur zu etwa 25% aus N-Glykolyl-NS besteht, 
14Bt sich der Glykolyl-Gehalt des Mucins mit 0,72% berechnen. Eine Verminderung 
des Glykolyl-Gehaltes des Mucins ist demnach unter der Einwirkung von Alkali 
nicht festzustellen. 


6. Aufarbeitung der ohne Alkalivorbehandlung durchgefihrten 
enzymatischen Spaltungsansatze 

Die Dialysate der einzelnen Spaltungsansitze (Tab. 1) wurden nach Ein. 
engen durch Gefriertrocknung in der friiher? beschriebenen Weise entsalzt. Nach 
Entfernen der Cl®-Ionen durch Fallung mit Silberacetat wurden die Kationen 
iiber Lewatit CNO abgetrennt. Die weitere Reinigung geschah mit Hilfe einer 
Anionenaustauscher-Saule (Lewatit MIH) in der Acetatform®®, wobei als Eluie- 
rungsmittel fiir die NS-haltige Substanz Essigsiure angewandt wurde, nachdem 
sich in Parallelversuchen unter Einsatz von hydrolytisch (Erhitzen der wabBr. 
Lésung) aus Rinder-Submaxillarismucin abgespaltener und kristallisiert erhaltener 
Diacetyl-NS zeigte, daB nach Anwendung der Kationen- und Anionenaustauscher 
unter den beschriebenen Bedingungen chromatographisch keine nennenswerte 
Veranderung der Diacetyl-NS festzustellen war. Nach Einengen der Eluate bei 
Zimmertemperatur und anschlieBender Gefriertrocknung wurden 530 mg asche- 
freier Trockensubstanz mit 301 mg NS = 56,8% NS erhalten. Die Substanz zeigte 
im Papierchromatogramm (Schleicher & Schiill 2043b, Pyridin/Essigester/Kis- 
essig/Wasser 5:5:1:3 aufsteigend, angefirbt mit Bials Reagenz) drei verschieden 
schnell wandernde Flecke mit den Rr-Werten 0,24; 0,45 u. 0,82. Die Flecke mit 
den Ry-Werten 0,24 u. 0,45 waren annihernd gleich stark, wohingegen der Fleck 
Ry 0,82 nur sehr schwach in Erscheinung trat. 

Die Kristallisation der aschefreien Substanz (eingesetzt 350mg Trocken- 
substanz mit 198 mg NS) aus Methanol-Ather-Wasser (gelést in 0,4 cm? Wasser, 
zugegeben 15 cm* Methanol und 45 cm* Ather) ergab nach Absaugen der zuerst 
entstehenden amorphen Fallung nach langerem Stehenlassen in der Kalte 64,4 mg 
kristallisierter Substanz, deren chromatographisches Verhalten das gleiche war 
wie das der nicht kristallisierten Substanz. Lediglich die schnellstwandernde Sub- 
stanz (Rr 0,82) fehlte. 

Analyse nach Trocknung im Hochvak. bei 60° iiber P,O;: 

3,738 mg: 5,945 mg CO,; 2,120 mg HO. — 2,439 (3,862) mg: 0,75 (1,16) cm* 
0,01n HCl, entspr. 0,105 (0,162) mg N (Gesamt-N nach Kjeldahl). — 15,607 mg: 
1,11 cm® 0,05n NaOH, entspr. 2,39 mg CH,CO (Acetylbestimmung nach Bre- 
dereck?®).— 1,745 (3,610) mg: in 1 cm* konz. Schwefelsiure verascht, auf 10 cm® 
aufgefiillt, 0,1 cm* z. Bestimmung: # = 0,116 (0,285) entspr. 70 (155) y CH,OH-CO 
(Glykolyl-Bestimmung nach Klenk und Uhlenbruck’). 

Gef. C 43,38 H6,35 N 4,31 (4,19) CH,CO 15,3 CH,OH-CO 4,0 (4,3) 

Mit der iibrigen, aus den Spaltungen erhaltenen, aschefreien Substanz wurde 
eine Auftrennung der offensichtlich in Mischkristallen kristallisierenden Substanzen 
papierchromatographisch-praparativ in ahnlicher Weise wie friiher*> beschrieben 
versucht. Als Lésungsmittel wurde Pyridin/Essigester/Eisessig/Wasser 5:5:1:3 an- 
gewandt. Die Trennung erfolgte auf Papierbégen (Schleicher & Schill 2043b) auf- 
steigend. Nach Abschneiden und Anfarben eines Kontrollstreifens wurde der 
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Bogen in drei die Bial-positiven Fraktionen enthaltende Zonen zerschnitten, jede 
Jone getrennt mit Wasser eluiert und die Eluate gefriergetrocknet. Auf diese 
Weise gelang eine Auftrennung in die langsam wandernde N-Acyl-Fraktion (Ry 0,24 
bis 0,27), die schneller wandernde Diacyl-Fraktion (Ry 0,45—0,49) und eine sehr 
kleine Menge einer noch schneller wandernden Fraktion (Rr 0,82); siehe Tab. 5. 


Kristallisation der N-Acyl-Fraktion: 
Nach Kristallisation aus Hisessig-Wasser® ® konn- 
ten aus den 34,1 mg der papierchromatographisch 
jangsam wandernden N-Acyl-Fraktion 20,5 mg 
kristallisierte Substanz erhalten werden. Analyse 
nach Hochvak.-Trocknung bei 60° iiber PO; 
und KOH: 

4,362 mg: 6,525 mg CO,; 2,340 mg H,O; 
0,041 mg Rekst. — 2,628 (3,155) mg: 0,823 (0,960) 
mm? 0,01n HCl, entspr. 0,1155 (0,1345) mg N 
(Gesamt-N nach Kjeldahl). — 5,232 (1,806) mg: 
inl] em’ konz. Schwefelsaure verascht, auf 10 cm® 
aufgefullt, O,lcm* z. Bestimmung: H = 1,04 
(0,310), entspr. 542 (173) y CH,OH-CO. 


N-Acetyl-NS, C,,H,sNO, (309,3) 
Ber. C 42,72 H6,19 N4,53 CH,OH-CO — 
N-Glykolyl-NS, C,,H,,NO,, (325,3) 
Ber. C 40,61 H5,89 N4,30 CH,OH-CO 18,02 


Gef. C 41,22 H6,06 N 4,39 (4,26) 
CH,OH-CO 10,4 (9,6) 


Ein Papierchromatogramm nach Svenner- 
holm2° auf Papier Schleicher & Schill 2043b, 
aufsteigend in n-Butanol/n-Propanol/0,1n HCl 
1:2:1, ergab, angefirbt mit Bials Reagenz, einen 
der N-Glykolyl-NS entsprechenden Fleck beim 
Ry 0,23 und einen etwas schneller wandernden, 
der N-Acetyl-NS entsprechenden Fleck bei Rr 
0,33. Der Fleck Rr 0,23 erschien dabei etwas 
stirker als der Fleck Ry 0,33. 

Auch das IR-Spektrum in KBr (Abb. 1) 
deutet gem&B seinem Verlauf bei 8—8,4 auf 
das Vorhandensein von Mischkristallen aus N- 
Acetyl- und N-Glykolyl-neuraminsaure hin. 

Kristallisation der V.0O-Diacyl-Frak- 
tion: Die 36,7 mg der aus den Trennbdégen elu- 
ierten, schneller wandernden Diacyl-Fraktion wur- 
den in sehr wenig Wasser gelést und nach Zu- 
gabe einiger cm® Methanol mit der 3fachen Menge 
Ather und einigen Tropfen niedrig siedendem 
Petrolather versetzt. Nach mehrtaégigem Stehen- 
lassen bei 0 bis + 2° begannen sich an den Wan- 
dungen des Glases Kristalle abzuscheiden. Nach 
Absaugen und Auswaschen mit Methanol-Ather 
konnten 18,0 mg kristallisierter Substanz erhalten 
werden. Analyse nach Hochvak.-Trocknung bei 
60° iiber P,O;: 


20 EK. Svennerholm u. L. Svennerholm, 
Nature [London] 181, 1154 [1958]. 


























papierchromatographischen Trennung der aschefreien Substanz 








aus den enzymatischen Spaltungen ohne Alkali-Vorbehandlung. 





Tab. 5. Ergebnis der 
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Abb. 1. IR-Spektrum der krist. N-Acyl-Fraktion (fest in KBr). 


4,221 mg: 6,800 mg CO,; 2,340 mg H,O; 0,027 mg Rckst. — 2,190 (2,916) mg: 
0,60 (0,82 cm*) 0,01n HCl, entspr. 0,0840 (0,1149) mg N (Gesamt-N nach Kjel. 
dahl). : 
Diacetyl-NS, C,,;H,;NO,. (351,3) Ber. C 44,44 H6,03 N3,99 
Gef. C 43,98 H6,21 N 3,84 (3,94) 


Bei einer Einwaage von 2,009 mg war bei Ausfiihrung der Glykolyl-Bestim. 
mung in der iiblichen Weise® kein Glykolyl nachweisbar. 

Im Papierchromatogramm (Schleicher & Schiill 2043b, aufsteigend in Pyridin/ 
Essigester/Hisessig/Wasser 5:5:1:3, angefirbt mit Bials Reagenz) ergab die 
Substanz einen einheitlichen, etwas langgestreckten Fleck zwischen den Rr-Werten 
eat wobei ganz schwach angedeutet noch ein Fleck bei Rr 0,25 zu er. 

ennen war. 
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Abb. 2. IR-Spektrum der krist. N.O-Diacyl-Fraktion (fest in KBr). 


Nach papierchromatographischem Befund und Analysen mu8 angenommen 
werden, da die kristallisierte N.O-Diacetyl-neuraminsdure noch etwa 10—20% 
N-Acetyl-neuraminséure enthielt, die wahrscheinlich bei der Aufarbeitung und 
Reinigung der Substanz aus der Diacetyl-neuraminsdure entstanden war und mit 
dieser zusammen kristallisierte. 

Das IR-Spektrum in KBr (Abb. 2) ergibt einen im Vergleich zu N-Acetyl- 
und N-Glykolyl-NS besonders im Bereich zwischen 6,4 und 10,5 ganz anders- 
artigen Kurvenverlauf. Das Spektrum stimmt jedoch vdllig tiberein mit dem 
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IR-Spektrum einer durch hydrolytische Spaltung aus Rinder-Submaxiilarmucin 
kristallisiert isolierten N.O-Diacetyl-NS. 

Die Vergleichssubstanz konnte nach der von Blix und Mitarbeitern’ ge- 
gebenen Vorschrift wie folgt dargestellt werden: Mengen von jeweils 40g ge- 
trocknetem Mucin wurden in 400 cm* dest. Wasser suspendiert und nach voran- 
gegangener 24stdg. Dialyse gegen dest. Wasser 1 Stde. im siedenden Wasserbad 
unter Riihren und Einleiten von Stickstoff erhitzt. Nach Abkihlen auf Raum- 
temperatur, Zentrifugieren und Auswaschen des Zentrifugationsriickstandes mit 
Wasser wurden die vereinigten Zentrifugationsiiberstinde gefriergetrocknet (etwa 
20—22 g Trockensubstanz). Das Trockenmaterial extrahierte man dann 4mal 
jeweils einen Tag lang mit je 500 cm* Methanol bei + 2 bis 4° unter oftmaligem Durch- 
schiitteln. Die Methanolextrakte wurden unterhalb von + 20° im Vak. bis fast 
zur Trockne eingedampft, in wenig Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. 
Ausb.: 2,5—3g Trockensubstanz. Die Trockensubstanz wurde in 1—1,5 cm? 
Wasser gelist, 30 cm? Methanol und etwa 90—100 cm*® Ather hinzugefiigt. Der 
hierbei sofort entstehende amorphe, schmierige Niederschlag wurde abgesaugt 
und zum klaren Filtrat etwa 5cm* Petrolaither (Sdp. < 40°) zugefiigt. Nach 
tropfenweiser Zugabe von Ather bis zum Auftreten einer leichten Triibung er- 
schienen nach eintaégigem Stehenlassen in der Kalte an den Wanden des Glases 
die ersten Kristalle. Bei taglicher weiterer Zugabe einiger Tropfen Ather er- 
schien die Kristallisation nach einer Woche vollstandig, und die Kristalle wurden 
abfiltriert. Ausb.: 300—350 mg. Die Substanz wurde in der gleichen Weise noch- 
mals umkristallisiert, wobei Kristallisation schon nach wenigen Stunden in der 
Kalte einsetzte. Ausb. etwa 200 mg. Schmp. 137—140° (Zers.). 

Das Papierchromatogramm, in derselben Weise wie vorne beschrieben aus- 
gefiihrt, ergab einen starken Fleck bei [?y 0,46—0,48 und zwei schwach angedeutete 
Flecke bei Ry 0,25 und 0,80. 

Analyse nach Hochvak.-Trocknung bei 60° iiber P,O;: 

4,614 mg: 7,450 mg CO,; 2,500 mg H,O. — 2,900 (3,870) mg: 0,85 (1,12) cm? 
0,01n HCl, entspr. 0,119 (0,157) mg N (Gesamt-N nach Kjeldahl). — 15,602 mg: 
1,69 _ NaOH, entspr. 3,64 mg CH,CO (Acetyl-Bestimmung nach Bre- 
dereck?®), 

Diacetyl-NS, C,;H,,NO,,) (351,3) Ber. C 44,44 H6,03 N 3,99 


CH,CO 24,5 
Gef. C 44,04 H6,01 N 4,1 (4,06) 
CH,CO 23,3 


Eine Kristallisation der kleinen Menge der am schnellsten papierchromato- 
graphisch wandernden Fraktion der enzymatischen Spaltungen gelang nicht. 


Zusammenfassung 


Rinder-Submaxillarismucin, welches den Hauptteil der Neuramin- 
siure in Form der N.O-Diacetyl-Verbindung enthilt, wird durch 
Neuraminidase (Receptor-destroying-enzyme aus Vibrio cholerae) ver- 
haltnismaBig schlecht angegriffen. Nach Entfernung des sauerstoff- 
stindigen Acetyls durch Alkalibehandlung 1aBt sich die N-Acetyl- 
neuraminsiure aus dem Mucin hingegen leicht abspalten. 

Als enzymatische Spaltprodukte des nicht mit Alkali vorbehan- 
delten Mucins wurden nachgewiesen: N-Acetyl- und N-Glykolyl- 
neuraminsaiure, ebenso V.O-Diacetyl-neuraminsiure sowie in sehr kleinen 
Mengen eine papierchromatographisch schnell wandernde Neuramin- 
siureverbindung (Triacetyl-neuraminsiure ?). 
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Summary 


Submaxillaris mucin from cattle, which contains neuraminic acid 
mainly in form of the N.O-diacetyl compound, is attacked comparatively 
slowly by neuraminidase (receptor destroying enzyme from Vibrig 
cholerae). After removal of the oxygen-bound acetyl by alkaline hydro. 
lysis the N-acetylneuraminic acid is easily split off from the mucin, 
N-acetyl- and N-glycolylneuraminic acid, N .O-diacetyl-neuraminic acid 
and, in trace amounts, a neuraminic acid compound which moved fast in 
paperchromatography (triacetyl-neuraminic acid?) were demonstrated 
as products of enzymatic action on the mucin not treated with alkali. 


Priv.-Doz. Dr. H. Faillard, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
K6ln-Lindenthal, Josef-Stelemann-Strafe 52. 
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Bd. 317 (1959) 


Uber das Vorkommen von C,-Dicarbonsduren im Harn 
Von 
Karl Thomas und Karlheinz Stalder 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1959) 


Unsere Kenntnis der Rolle der C,-Dicarbonsiuren im intermediiren 
Stoffwechsel ist in letzter Zeit vervollstaéndigt worden durch die Auf- 
findung der Methylmalonsaure und durch Daten zu deren Herkunft und 
Stoffwechselverhalten. Dabei hatte sich fiir die Methylmalonsaure u. a. 
ein Zusammenhang mit dem Valin gezeigt!. Analog sind aus den nichst 
héheren homologen Aminosauren C,-Dicarbonsauren zu erwarten. Uber 
Athylmalonsiure, die aus Isoleucin entsteht, ist bereits berichtet wor- 
den’. Hinweise auf die Entstehung von Glutarsiiure aus Lysin im 
Organismus finden sich bei Rothstein und Miller‘. Methylbernstein- 
siure war im Hinblick auf unsere bisherigen Ergebnisse als aus dem 
Leucin entstanden zu erwarten, als weiteres Abbauprodukt eventuell 
auch Mesaconsiure (Methylfumarsiure), die, wie friiher von Emmrich 
gezeigt®, aus Methylbernsteinsiure entsteht. Dimethylmalonsiure 
kénnte beim Abbau der Pantothensiure aus ihrem «,y-Dihydroxy-f,/- 
dimethyl-buttersiure-Anteil gebildet werden. 


Isolierung von Glutarsiure und von Methylbernstein- 
siure aus normalem Harn 

Nachweis und Bestimmung von Glutarsiure und von Methylbern- 
steinsiure im normalen Harn wurde zunichst im Rahmen der bei den 
bisherigen Arbeiten iiber kurzkettige Dicarbonsiuren benutzten Methode 
versucht®, Bei der Vortrennung im Lésungsmittelgemisch Athanol/ 
Ammoniumcarbonatpuffer 5:2 finden sich die beiden Dicarbonsaiuren 
gemeinsam in einer Zone, die auf die Bernsteinsiure-Athylmalonsiure- 
zone folgt (vgl.1.c.¢ Tab. 3 und Abb. 2). 

Bei der Aufarbeitung von Harnextrakten zeigten sich bei Rechro- 
matographie dieser Zone im sauren Isoamylformiat Flecke mit den 
Rs-Werten der Glutarsiure und der Methylbernsteinsiure (Tab. 2). Bei 
der iiblichen Kontrolle (vgl. 1. c.*) der Flecke in einem weiteren Lésungs- 


10. Barnabei, A. Valyasevi, L. A. Barness u. P. Gyérgy, Arch. Bio- 
chem. . Biophysics 69, "259 [1957]. 
2 K. Thomas u. K. Stalder, diese Z. 318, 22 [1958]. 
3 K. Stalder, diese Z. 314, 205 [1959]. 
‘M. Rothstein u. L. L. Miller, J. Amer. chem. Soc. 75, 4371 [1953]. 
5 R. Emmrich, diese Z. 261, 61 [1939]. 
6 K. Stalder, diese Z. 311, 221 [1958]. 
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mittelgemisch (Xylol/Phenol/Ameisensiure 7: 3:17) lieBen sich jedoch 
im allgemeinen noch Spuren weiterer Substanzen abtrennen. 

Es wurde eine Reihe weiterer Liésungsmittelgemische auf ihre 
Eignung fiir den zweiten Lauf gepriift. Die besten Ergebnisse wurden 
mit Xylol/Phenol/Diisopropylither/Ameisensiure 5:1:3:1  erzielt, 
Kontrolle der erhaltenen Flecken in einem weiteren Lauf mit Isoamyl. 
formiat/Wasser/Ameisensiure 11:1:2 ergab Einheitlichkeit. Aller. 
dings leidet die Genauigkeit der quantitativen Auswertung (FleckgréBe) 
etwas durch den Phenolgehalt des Lésungsmittels, der nur durch 
Dampfen des Bogens zu entfernen ist, wobei die Fleckgrenzen un. 
schirfer werden. Entfernt man nur die Ameisensiure durch lingeres 
Verbleiben der Bégen in einem gut beliifteten Raum, zeigen sich beim 
Bespriihen mit Methylrotreagenz weife Flecken auf rotem Grund. Auf 
diese Weise ist der Nachweis jedoch weniger empfindlich. 


Tab. 1. Rg-Werte im Lésungsmittelgemisch Xylol/Phenol/Diisopropylather/98 bis 

100proz. Ameisenséure 5:1:3:1 (g/g/v/v), Papier: Schleicher & Schiill Nr. 2045b, 

Laufrichtung mit der Maschinenrichtung. Die fettgedruckten Sauren sind in der 

untersuchten Zone der Vortrennung (vgl. Text) zu erwarten, die gesperrt ge- 

druckten finden sich bei der Vortrennung in benachbarten Zonen und koénnen evtl. 
spurenweise dorther stammen. 








. Saure % Rs-Wert* Saure % Rs-Wert 
UO GS ers 3,5 Sc 8,5 
Bernstein-. .. 15,0 Pamat-.. . .. 16,0 
Methylmalon- . . 22,0 ee 23,0 
Methylbernstein- . 80,5 Adipin-.... 35,0 
Mesacon-... . 40,0 Athylmalon- . 41,0 
Pimelin- .... 53,5 Sa ee 70,5 
Azelain- .... 90,0 


* Wanderungsstrecke, bezogen auf Sebacinsiiure = 100. 


Durch praparative Papierchromatographie und anschlieBende mehr- 
fache Vakuumsublimation erhaltene Priparate wurden mit Hilfe von 
Schmelzpunkt, Misch-Schmelzpunkt und Infrarotspektrum identifiziert 
(vgl. Versuchsteil). Im Falle der Methylbernsteinsiure gelang es auch 
mit verschiedenen Modifikationen der Aufarbeitung nicht, ein ganz 
reines Praparat zu erhalten, doch gaben auch hier Misch-Schmelzpunkt 
und Infrarotspektrum zusitzlich zu den chromatographischen Daten 
Hinweise fiir die Identitaét. Da mit einer bisher nicht abtrennbaren 
Verunreinigung der Methylbernsteinsiure zu rechnen ist, wird deren 
quantitative Auswertung auf den Papierchromatogrammen durch eine 
etwas gréBere Ungenauigkeit belastet, als aus den Kontrollversuchen 
mit Zusatz bekannter Mengen hervorgeht. Eine orientierende Fest- 
stellung der im Harn vorkommenden Mengen wird jedoch erméglicht, 
und auch bei Fiitterungsversuchen kénnen entsprechend Aufschliisse 
gewonnen werden. 


7H. Kalbe, diese Z. 297, 19 [1954]. 
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So fanden sich im menschlichen Harn bis zu 2,5 mg Glutarsiure 
pro Tag, Methylbernsteinsiure in der gleichen GréBenordnung. Die in 
diesen Ansitzen gefundenen Bernsteinsiuremengen betrugen etwa das 
Dreifache. Der Tagesharn einer ausgewachsenen Ratte enthalt im all- 
gmeinen 20—25 ug Glutarsiure und eine etwa gleich groBe Menge 
Methylbernsteinsaure. 


Fiitterungsversuche mit L-Lysin und DL-Leucin 


Nach Fiitterung von L-Lysin ist die Ausscheidung der Glutarsiure 
deutlich vermehrt (s. Abb. 1). Fiitterung von DL-Leucin fiihrt ent- 
sprechend zu einer zwar geringen, aber in allen drei Sammelperioden 
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Abb. 1. Einflu8 der Fiitterung von t-Lysin auf die Ausscheidung von Glutarsaure 

(volle Siulen) und Bernsteinséure (schraffierte Siulen) im Harn von 10 Ratten 

92,13), Gesamtgewicht 2,165 kg. Jedes Séiulenpaar gibt die in 48 Stdn. aus- 

geschiedenen Mengen an. Wahrend der mit Pfeilen bezeichneten Sammelperioden 

wurden 500 mg L-Lysin als Monohydrochlorid pro Tag und Tier verfiittert. Wo 
durch 4 bezeichnet, liegen die Sammelperioden 48 Stdn. auseinander. 


wihrend der Fiitterung gleichmafBig ausgeprigten Vermehrung der 
Methylbernsteinséure (Abb. 2). In beiden Versuchen findet sich gleich- 
witig eine miBige Vermehrurg der Bernsteinsiure wihrend der Fiitte- 
rung. Mesaconsaure ist im Empfindlichkeitsbereich der angewandten 
Methode im normalen Harn nicht zu finden, auch unter der Leucin- 
fitterung war sie nicht sicher nachzuweisen. 


Dimethylmalonsiure im Harn nach Fiitterung von 
,y-Dihydroxy-8,B-dimethyl-buttersiure als Lacton bzw. 
als Na-Salz 


Auch Dimethylmalonsiure fiel im normalen Harn nicht auf. Sie 
ist bei der Vortrennung in der Bernsteinsiurefraktion zu erwarten und 
liuft bei Rechromatographic im sauren Isoamylformiat deutlich ge- 
trennt von der Bernsteinsiure und Athylmalonsaure. Bei Fiitterung 
von 500 mg pro Tag und Tier des Lactons bzw. des Na-Salzes der 
a,y-Dihydroxy-f,f-dimethyl-buttersiure zeigte sich im Harn eine 
papierchromatographisch eben fafbare Menge Dimethylmalonsiure. 
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Bei einer weiteren sich in kleiner Menge zeigenden Substanz kann es 
sich nach papierchromatographischen Daten um £,6-Dimethy]-ipfel. 
siure handeln. Etwa 1% des verfiitterten Lactons lieB sich durch Kyi. 
stallisation aus dem Petrolitherextrakt des Harnes wiedergewinnen. 


Den Herren Hermann Flachsbarth und Heinz Buntzenthal danke 
wir fiir fleiBige und verstandnisvolle experimentelle Mitarbeit. 
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Abb. 2. EinfluB der Ausscheidung von pi-Leucin auf die Ausscheidung von Methyl. 

bernsteinsiure (volle Séulen) und Bernsteinsiure (schraffierte Saulen) im Ham 

von 10 Ratten (5 9, 5 3), Gesamtgewicht 2,83 kg. Anordnung wie Abb. 1. Wahrend 

der mit Pfeilen bezeichneten Sammelperioden Fiitterung von 500 mg pi-Leucin 
pro Tag und Tier. 


Besprechung der Ergebnisse 


Rothstein und Miller’ konnten 1953 an Ratten mit 6-14C-mar. 
kiertem Lysin den Umbau dieser Aminosiure in Pipecolinsaéure und 
den weiteren Abbau zu Glutarsdiure zeigen. Es ist anzunehmen, dab 
letztere iiber Aminoadipinsiure und «-Ketoadipinsiure entsteht. Den 
letzten Schritt haben Borsook et al.® in Meerschweinchen-Leberhomo- 
genaten nachgewiesen. Wir konnten nun das regelmaBige Vorkommen 
der Glutarsiure im Harn sicherstellen und die im allgemeinen aus- 
geschiedenen Mengen ermitteln. Unsere Fiitterungsversuche mit Lysin 
bestatigten die Ergebnisse der Voruntersucher. Glutarsiure hatte sich 
bei friiheren Untersuchungen unseres Arbeitskreises als im Stoffwechsel 
gut verbrennlich erwiesen® und wird daher nur zu einem kleinen Teil 
im Harn erscheinen, der Hauptteil der gebildeten Saéure wird weiter 
abgebaut. 

8 H. Borsook, C. L. Deasy, A. J. Haagen-Smit, K. Keighley u. 


P. H. Lowy, J. biol. Chemistry 176, 1395 [1948]. 
® G. Weitzel, diese Z. 282, 185 [1947]. 
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Die, wie eingangs aufgezeigt, als Abbauprodukt des Leucins zu 
erwartende Methylbernsteinsiure wurde im normalen Harn nach- 
gewiesen und der Stoffwechselzusammenhang mit dem Leucin durch 
fiitterungsversuche belegt. 

In linger zuriickliegenden Fiitterungsversuchen mit Methylbern- 
steinsiure fand Emmrich® etwa die Hilfte (roh 43,8%,) der verfiitterten 
Siuremenge unverindert im Harn wieder, daneben eine kleine Menge 
Methylfumarsaure (1,2%, bezogen auf die verfiitterte, 2,2°,, bezogen auf 
die im Stoffwechsel umgesetzte Menge Methylbernsteinsiure). Ver- 
fitterte Methylfumarsaure selbst wurde zu 64% im Harn wiedergefunden. 
Beide Siuren werden im Stoffwechsel verhaltnismafig schwer angegrif- 
fen, die Mesaconsiiure offenbar noch weniger als die Methylbernstein- 
siure. Ein Abbauweg der letzteren scheint ahnlich dem der Bernstein- 
siure mit einer Dehydrierung zu beginnen. Die bei unserer vorliegenden 
Leucinfiitterung anfallenden Methylbernsteinsiuremengen sind ver- 
gleichsweise sehr gering, so dai die méglicherweise aus ihr entstehende 
Methylfumarsiure unterhalb unserer Nachweisgrenze liegt. 

Die Fiitterungsversuche mit «,y-Dihydroxy-f,6-dimethyl-butter- 
siure zeigen, daB Abbau zur Dimethylmalonsiure zwar ein méglicher, 
aber kein bevorzugter Stoffwechselweg ist. 


Beschreibung der Versuche 


Vergleichssubstanzen: Glutarsiure (Schuchard) Schmp. 95—98°, — 
Methylbernsteinsiure (Fluka) Schmp. 115°. — Mesaconsiure (Fluka) Schmp. 
202°. — Dimethylmalonsaure (Malonestersynthese). — £,8-Dimethyl-apfelsiure 
(dargestellt nach Rassow und Bauer!) Schmp. 128—129°. — Uber weitere Di- 
carbonséuren vgl. die friiheren Arbeiten. Verfiitterte Substanzen: L-Lysin (Man 
Assayed Biochemicals), pit-Leucin (Degussa)", 6,6-Dimethyl-«-hydroxy-y-butyro- 
lacton (Roche)!1, aus der D-Form wurde durch Stehenlassen iiber Nacht mit der 
stichiometrischen Menge NaOH in waBr. Lésung das Na-Salz dargestellt, die 
L-Form wurde als Lacton verfiittert. Bei diesem Versuch wurden von 10 g ver- 
fiitterten Lactons 98,4 mg unverandert wieder ausgeschieden. Schmp. 92° (nach 
Umkristallisieren aus Ather). Misch-Schmp. 91—92°. 

Tiermaterial, Fiitterung, Harngewinnung, Aufarbeitung der Harne fiir Iso- 
lierung und Bestimmung der Dicarbonsauren erfolgte wie in friiheren Arbeiten?’®. 
Papierchromatographie: Die Vortrennung erfolgte im allgemeinen in 
Athanol/Ammoniumcarbonatpuffer 5:2 (vgl. 1. c.*). In einigen Versuchen wurde 
das Mischungsverhiltnis 5:1 gewahlt, weil dann die Glutarsiure-Methylbernstein- 
siure-Zone besser von den weiterlaufenden Substanzen abgrenzbar ist. Allerdings 
wurde so die Trennung im Bereich der Malon- und Methylmalonsaure schlechter ; 
auf deren gleichzeitige Bestimmung wurde in diesen Fallen verzichtet. 

Die weitere Auftrennung der Bernsteinsdurezone (enthalt auch Athylmalon- 
siure und Dimethylmalonsaure) geschah in Isoamylformiat/Wasser/Ameisensaure 
11:1:2 (v/v/v)?. 

Rechromatographie der Glutarsiure-Methylbernsteinsiure-Zone in Xylol/ 
Phenol/Diisopropylather/Ameisenséure 5:1:3:1 (g/g/v/v). Gute Temperaturkon- 
stanz wahrend des Laufes hat sich besonders bei diesem Lésungsmittelgemisch als 


10 B. Rassow u. R. Bauer, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 963 [1908]. 
11 Der Firma Degussa, Frankfurt a. M., danken wir fiir kostenlose Uber- 
lassung des pxi-Leucins, der Firma F. Hoffmann-La Roche fiir das Lacton. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 317 18 
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nétig erwiesen, wahrscheinlich wegen des verhaltnismaBig niedrig siedenden Be. 
standteils Diisopropylither. Benutzt wurden Ganzglaskasten 20 x 40 x 60 em, 
die mit einer Warmeisolierung aus handelsiiblicher ,,Sillan-Steinwolle m. W,\ 
umgeben wurden. Uber die Reinigung der Lésungsmittel vgl. 1. c.’. Diisopropyl. 
ather wurde iiber festem NaOH abdestilliert (Kolonne). Das Lésungsmittel. 
gemisch ist fiir jeden Lauf neu anzusetzen, méglichst mit frisch destillierten 
Diisopropylather. 

Die Bégen wurden nach dem Lauf in einem ventilierten Trockenschrank gut 
getrocknet, dann einige Minuten mit Wasserdampf behandelt, getrocknet und 
anschlieBend 24 Stdn. in einem gut beliifteten Raum aufgehingt. Sichtbarmachen 
der Séuren und quantitative Auswertung wie iiblich. 

Versuche zur Kontrolle der quantitativen Leistungsfahigkeit durch Zusatz 
bekannter Mengen der jeweiligen Dicarbonsiure zu halbierten Ansatzen ergaben 
ahnliche Ausbeuten (iiber 75%) wie fiir die friiher untersuchten Dicarbonsauren 
angegeben®§, 

Aus praparativen Ansitzen isolierte Substanzen wurden durch mehrfache 
Sublimation im Vak. bei 80—90° weiter gereinigt. Schmelzpunkt der auf diese 
Weise aus Rattenharn isolierten Glutarsiure: 93—94°; Misch-Schmp. 91—94°, 
Schmp. der entsprechend isolierten Methylbernsteinsiure: 105—107°; Misch. 
Schmp.: 105—108°. Aus normalem Menschenharn isolierte Priparate gaben ahn. 
liche Werte. i 

Die Infrarot-Spektren (aufgenommen mit dem Unicam-Spektrophotometer 
SP 100% der isolierten Substanzen zeigten Ubereinstimmung jeweils mit dem 
Spektrum der entsprechenden synthet. Substanz. Im Falle der Methylbernstein. 
siure (aus Harn) war die Spektralkurve etwas verzerrt. Ein zum Vergleich auf. 


Tab. 2. Rs-Werte* im Harn gefundener Sauren. 

















Xylol/Phenol/Di- | Isoamylformiat/ 
Saure Herkunft isopropylather/ | Wasser/Ameisen- 
eisensiure** | saure** 11:1:2 
5:1:3:1 (g/g/v/v) (g/g/v)’ 
Glutarsaéure Normaler 
Menschenharn 14,5 (14,5)*** 36,0 (38,0)*** 
Normaler Rattenharn 15,0 (15,0) 42,5 (43,0) 
Rattenharn nach 
Lysinfitterung 16,5 (16,5) 40,0 (40,5) 
Methylbern- Normaler 
bernstein- Menschenharn 23,5 (21,5) 46,0 (47,0) 
sdure 
Normaler Rattenharn 21,5 (22,0) 52,0 (52,0) 
Rattenharn nach 
Leucinfii+terung 22,5 (24,0) 54,5 (55,0) 
Dimethyl- Rattenharn nach Fiitt- 
malonsaure rung von a,-Di- 
hydroxy-,p-di- 
methyl-buttersaiure 69,0 (69,0) 
B,B-Dimethyl- Desgleichen 
apfelsiure 43,0 (41,5) 


* Bezogen auf Sebacinsiure = 100. 
** 98 —100proz. 
*** In Klammern: jeweils auf dem gleichen Bogen mitlaufende Testsubstanzen. 
22 Firma Grinzweig & Hartmann, Ludwigshafen a. Rh. 
18 Fiir die Aufnahme der Infrarotspektren haben wir den Herren Dr. H. 
Stegemann und Dr. W. Stéber sowie Fraulein Christa May zu danken. 
g y 
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gnommenes Spektrum eines Substanzgemisches aus gleichen Teilen isolierter und 
synthetischer Methylbernsteinséure zeigte eine ahnliche Verzerrung, die wohl 
auf immer noch mitgeschleppte Verunreinigungen zuriickgefiihrt werden kann. 


Zusammenfassung 


Glutarsiure und Methylbernsteinsiure wurden aus normalem Harn 
isoliert. Fiitterungsversuche bestatigten die Herkunft der Glutarsaure 
aus dem Lysin und der Methylbernsteinséure aus dem Leucin. Methyl- 
fumarsiiure (Mesaconsdéure) und Dimethylmalonsiure waren im nor- 
malen Harn nicht nachzuweisen. Letztere findet sich in Spuren nach 
der Fiitterung von «a,y-Dihydroxy-f,f-dimethyl-buttersiure, einem 
Baustein der Pantothensiure. 


Summary 


Glutaric acid and methyl succinic acid were isolated from normal 
wine. Feeding experiments confirmed the origination of glutaric acid 
from lysine, and methyl succinic acid from leucine. Methylfumaric acid 
(mesaconic acid) and dimethylmalonic acid could not be demonstrated 
in normal urine. The latter was found in trace amounts after feeding 
a,y-dihydroxy-8,f-dimethylbutyric acid, which is a component of 
pantothenic acid. 

Prof. Dr. K. Thomas, Medizinische Forschungsanstalt der Max- Planck-Gesell- 
schaft, Gottingen, Bunsenstr. 10. 


18* 
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Stoffwechselversuche mit e-Amino-capronséure 
Von 
Karl Thomas, Karlheinz Stalder und Hermann Stegemann 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1959) 


Adipinsiure mu8 nach dem Ergebnis von Fiitterungsversuchen fiir 
schwer verbrennlich im Organismus gelten!*%, Dieses Stoffwechsel. 
verhalten teilt sie mit ihren hGheren Homologen, wihrend zu den nie. 
deren Homologen Glutar- und Bernsteinsiiure ein Toleranzsprung auf- 
fallt, wofiir bisher nur recht hypothetische Erklirungen méglich sind. So 
ist z. B. diskutiert worden, daB die Dicarbonsiuren mit einer Ketten. 
lange > C, die Zellwande weniger gut permeieren kénnen als diejenigen 
mit geringerer Kettenlinge und so z.T.gar nicht an den Ferment- 
apparat der Zelle gelangen* 4. 

é-Amino-capronsiure mu nach den bisherigen Vorstellungen in 
vivo wenigstens zu einem gewissen Anteil iiber den entsprechenden 
Halbaldehyd in Adipinsiure iibergehen. So gewann diese stoffwechsel- 
fremde Aminosiure, die bereits friiher im Zusammenhang mit dem 
Kreatinstoffwechsel untersucht wurde®, wieder Interesse. Sie ist heute 
als Zwischenprodukt von Kunstfasersynthesen bequem zugiinglich. 

Da die Adipinsiure im vorliegenden Falle in der Zelle gebildet wird, 
hatte eine entsprechend grofe Ausscheidung im Harn gegen die Permea- 
bilitatshypothese gesprochen. Dafiir wire als weitere Voraussetzung noch 
notig gewesen, da der Abbau der verabreichten Aminosdure einférmig 
iiber die Adipinsiure verlaiuft, was natiirlich nicht sehr wahrscheinlich 
war. Bei einem Abbau vor der Desaminierung waren Verdnderungen 
in der Aminosiureausscheidung im Harn zu erwarten, vor allem das 
Auftreten von y-Amino-buttersiure. 

é-Amino-capronsiure ist nicht indifferent. 1,5 g/kg Koérpergewicht 
sind beim Kaninchen, subcutan appliziert, tédlich®. Wir haben durch 
Vorversuche mit steigenden Dosen festgestellt, daB 640mg Hydro- 
chlorid, entsprechend etwa 500 mg freier Aminosiure per os von der 
ausgewachsenen Ratte gut vertragen werden, das ist etwa die gleiche 
Menge pro kg Kérpergewicht, die beim Kaninchen toxisch wirkt. 


1 B. Flaschentrager, diese Z. 159, 299 [1926]. 
2 G. Weitzel, Ber. Verh. sachs. Akad. Wiss. Leipzig, math.-physische KI. 
938, 9 [1941]. 
3G. Weitzel, diese Z. 282, 185 [1947]. 
4 B. Flaschentrager u. T. Hosoda, diese Z. 282, 215 [1947]. 
5 K. Thomas u. M. H. G. Goerne, diese Z. 92, 163 [1914]. 
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Die Ergebnisse der mit dieser Menge in iiblicher Weise durchgefiihr- 
ten Fiitterungsversuche zeigen die Tab. 1 und 2. 
Tab. 1. Ausscheidung von Adipinséure und Bernsteinséure nach Fiitterung von 
e-Amino-capronsaure. 10 Ratten 1 3, 9 9, Gesamtgewicht 2,89 kg. 
Versuchs- Im 48-Stdn.-Harn ausgeschiedene 
tage Fiitterung Adipinsiure | Bernsteinsdure 
mg | mg 
Pu 2 Normalfutter* 0,3 2,3 
3u. 4 e-Amino-capronséure 85,0 be 
(etwa 10 g)** 
on fir 5u. 6 Dto. 42,0 1,1 
h 7u. 8 Normalfutter Nicht best. Nicht best. 
chsel. 9 u. 10 Normalfutter 1,65 1,8 
Nn nie. 13 u. 14 Normalfutter 0,4 Nicht best. 
auf. * Etwa 5 g Haferflocken, 1 g Magermilchpulver und 75 E. Vitamin A. pro Tag und Tier. 
id. So ** Dem Futter wurden an Stelle des Magermilchpulvers 500 mg e-Amino-capronsiure (als 
tten. Hydrochlorid = 640 mg) pro Tag und Tier zugesetzt. 
“— Tab. 2. Aminosaéureausscheidung im Harn nach Fiitterung von e-Amino-capron- 
nent- siure. Werte fiir jeweils 48 Stdn. (10 Ratten)* 
2n in ; Ausscheidung (mg) 
nden Aminosaure eee Versuchstag 
shsel- lu.2 3 u.4 
dem Asparaginsdure ........ : 88 41,4 33,3 
oon tk Serer 112 28,6 20,8 
| teed ie bed ny Weck Boa IAN 119 19,5 14,6 
vird Glutaminséure. ......... 127 25,7 43,4 
4 ee ee ere 146 8,9 8,0 
Ma Sg gain Cad ane 158 3,8 — 
eee ay! BU VS fae 168 26,7 14,6 
rmig RN ee SAS. ay FE fei Ash cov aren coh 174 23,1 23,9 
I skh iecctia:, a es ¥ + ecw 203 16,6 12,2 
NNN Pesca cl a ayo Waves ane 266 10,4 8,1 
oh LR eer oc 283 19,2 18,1 
das GEE eS eri9 rience a emer we 341 9,1 6,6 
Phenylalanin ...... 5 co fees 358 12,5 11,4 
icht PPRIBBUE dais lai. s: + 6 shuns 384 6,6 6,4 
y-Amino-buttersiure. ...... 497 -- 3,0 
4 |  _ tester ons 583 = ~ 
dro- 6-Amino-valeriansiure ..... . 609 — —- 
der Lysin a ee ee ee ee 621 eo +% 
che e-Amino-capronséure. ...... 751 — 2900 
* Vegi. Tab. 1. 
** Geordnet nach Elutionsvolumen (ml), vgl. Versuchsteil. 
*** Nicht quantitativ ausgewertet, da vom NH,-Peak iiberlappt. 
K1. 
Von der verfiitterten ¢-Amino-capronsiure wurden wihrend der 
Fiitterung 29% unverindert in den Harn ausgeschieden, auch einige 
Tage nach Beendigung der Fiitterung sind noch kleine Mengen im Harn 
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nachweisbar. So fanden sich am 9. und 10. Versuchstag, also in der 
zweiten Sammelperiode nach Absetzen der Fiitterung noch 446 my, 
Die nicht angegriffene Menge liegt also insgesamt zwischen 30 und 40%, 
In der ersten Fiitterungsperiode treten nur etwas mehr als 1% der 
stéchiometrisch méglichen Menge Adipinsiure (bezogen auf den ab. 
gebauten Anteil der Aminosiure) im Harn auf, in der zweiten Fiitterungs. 
periode ist es noch weniger. 

Die Ausscheidung kleiner Mengen von y-Amino-buttersaure zeigt, 
daB gleichzeitig ein Abbau der Kohlenstoffkette durch f-Oxydation 
erfolgt; die signifikante Vermehrung der Glutaminsiure im Harn legt 
den Gedanken nahe, daB die gebildete y-Amino-buttersaure durch Carb. 
oxylierung in Glutaminsiure iibergefiihrt wird, als Umkehrung der be. 
kannten Abbaureaktion der Glutaminsiure zu y-Amino-buttersiure, 
Nimmt man an, da nicht mehr als 1% der gebildeten Glutaminsiure 
ausgeschieden wird, wie wir es z. B. fiir verfiitterte Asparaginsiure 
fanden®, miiBte etwa ein Drittel der e-Amino-capronsiure iiber diesen 
Weg abgebaut worden sein. Aus y-Amino-buttersiure kénnen auf be. 
kannten Wegen Glycin und Bernsteinsiiure entstehen, sie kann zum 
y-Butyrobetain methyliert und auch als solche im Zellstoffwechsel 
auftreten; 100—1000 y/g werden im Hirn verschiedener Tierarten 
gefunden? und ihr Cholinester neuerdings in Bestatigung friiherer 
Befunde im Schweinehirn®. Der Anteil der auf dem mit der /-Oxy. 
dation beginnenden Weg abgebauten ¢-Amino-capronsiure liegt also 
moglicherweise noch héher. Allerdings ist auffillig, daB die Ausscheidung 
sowohl des Glycins als auch der Bernsteinsiiure wihrend der Fiitterung 
niedriger liegt als zuvor. Der Anteil der direkt durch oxydative Des. 
aminierung in Adipinsiure iibergefiihrten e-Amino-capronsaure ist: so- 
mit recht unsicher, eine Entscheidung der Frage, ob der Abbau der 
Adipinsiéure vom Hineingelangen in die Zelle abhangt, auf Grund der 
vorliegenden Daten nicht méglich. 


Tab. 3. Rs-Werte* der gefundenen Adipinsaure. 

















Lésungsmittelsystem Lésungsmittelsystem 
Herkunft Isoamylformiat/Wasser/ Xylol/Phenol/85proz. 
konz. Ameisensaure 11: 1:2 Ameisensaure 7:3:1 
Normaler Rattenharn 51,5 (53,0)** 53,5 (53,0) 
Rattenharn nach 
e-Amino-capron- 
sdurefiitterung 53,5 (53,0) 48,5 (48,0) 
* Bezogen auf Sebacinsiiure = 100; vgl. 1. c.22. 
** In Klammern jeweils auf dem gleichen Bogen mitgelaufene Vergleichssubstanzen. 


°K. Thomas u. K. Stalder, diese Z. 315, 256 [1959]. 
? H. W. Dudley, O. Rosenheim u. W. W. Starling, Biochem. J. 21, 


97 [1927]. 


* H. Kewitz, vorlaufige Mitteil. Naturwissenschaften 46, 495 [1959]. 
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Erwahnt werden soll an dieser Stelle, daB die Adipinsiure in Spuren 
normaler Harnbestandteil ist. Das Vorkommen im normalen Ratten- 
harn geht aus Tab. 1 und Tab. 3 hervor; im normalen menschlichen 
Harn fanden wir 1,3—2,5 mg/Tag. 

Beachtenswert ist noch, da8 fast simtliche Aminoséurewerte waih- 
rend der Fiitterung unter denen vor der Fiitterung liegen. In diesem 
Zusammenhang soll auf eine Arbeit von Knauff und Mitarbeitern® 
hingewiesen werden, die fanden, daB der freie Gesamtaminosaurestick- 
stoff im Serum (allerdings niichterner Versuchspersonen) fast identische 
Werte lieferte und z. B. Zunahme einer Aminosiure durch Abnahme 
einer anderen ausgeglichen wurde. Das Absinken der meisten Amino- 
siurewerte bei Uberschwemmung mit einer Aminosdure im vorliegenden 
Falle 14Bt an den gleichen oder einen ahnlichen Regulationsmechanismus 


denken. 


Herrn Heinz Buntzenthal danken wir fir fleiBige und gewissenhafte 
experimentelle Mitarbeit, Fraulein Gertrud Bernhard und Herrn Horst 
Pokojski fiir Ausfiihrung der Ninhydrinbestimmungen. Der Firma Bayer, 
Leverkusen, sei fiir kostenlose Uberlassung des Caprolactams bestens gedankt. 


Beschreibung der Versuche 


10 weiBe Laboratoriums-Reinzuchtratten 1 ¢, 9 9, Gesamtgewicht 2,89 kg, 
wurden einzeln in Stoffwechselkafigen gehalten, wie in Tab. 1 angegeben, gefiittert 
und der Harn wie iiblich!® gesammelt. Caprolactam (Bayer, Leverkusen) wurde 
mit 6n HCl verseift (6 Stdn. 100°), die Salzsiure bei 60° im Vak. abdestilliert, 
Reste iiber KOH im Vakuumexsikkator entfernt. 

Zur Aminosiurebestimmung wurden aliquote Anteile (1 bzw. 2%) der 
48-Stdn.-Harne an Lewatit S 100 adsorbiert und mit 1n Ammoniak eluiert. Nach 
Entfernen des Ammoniaks im Vak. bei 50° und anschlieBend im Exsikkator iiber 
Schwefelsiure wurde mit einem Gemisch aus gleichen Teilen 6nHCl und konz. 
Ameisenséure 18—24 Stdn. bei 100° hydrolysiert, um Peptide zu eliminieren, die 
bei der nachfolgenden Chromatographie stéren kénnen. Trennung der Aminoséuren 
an Dowex 50 durch Gradientenelution!. Die 1. c.1! im Prinzip angegebene Methode 
wird ausfihrlich a. a. O. behandelt werden. Im vorliegenden Falle wurde an Stelle 
des 0,2m Citratpuffers, py 3,30, ein solcher vom py 3,50 benutzt, die zulaufende 
Natriumacetatlésung war 4,5m (statt 2,5m). Die Saéulen wurden auf 50° tempe- 
riert. Die Elutionsmaxima der einzelnen Aminosiuren zeigt Tab. 2. (Fraktions- 
sammler: Hésli, Modell FT). 

Die Hauptmenge der Sammelharne wurde zur Bestimmung der Dicarbon- 
siuren!? jeweils nach Ansiuern mit Ather extrahiert. Abweichend von der zitierten 
Arbeit wurde zur Vortrennung Athanol/Ammoniumcarbonat 5:1 benutzt, da in 
diesem Lisungsmittelgemisch die weiter laufenden mittelkettigen Dicarbonsiuren 
besser voneinander getrennt werden. Vollstindige Trennung im Lésungsmittel- 
gemisch Isoamylformiat/Wasser/Ameisenséure 11:1:2 (v/v/v), Kontrolle auf 
Kinheitlichkeit nach Elution der Flecke mit Aceton im Lésungsmittelgemisch 
Xylol/Phenol/85proz. Ameisensiure 7:3:1 (g/g/v)}*. 


°H. G. Knauff, P. Dieterle u. H. Zickgraf, diese Z. 316, 186 [1959]. 
10 K, Thomas u. K. Stalder, diese Z. 818, 22 [1958]. 
|11 H. Stegemann, Naturwissenschaften 46, 110 [1959]. 
2 K. Stalder, diese Z. 811, 221 [1958]. 
18 H. Kalbe, diese Z. 297, 19 [1954]. 
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Zusammenfassung 


Nach Fiitterung von ¢-Amino-capronsiure fanden sich im Harn — 
auBer einem unverindert ausgeschiedenen Anteil der verfiitterten 
Aminosiure — die normalerweise nicht im Harn zu findende y-Amino. 
buttersiure, eine signifikante Vermehrung der Glutaminsiure, sowie 
etwa 1% der stéchiometrisch méglichen Adipinsiure. Der Abbau der 
verfiitterten Aminosiure verlaiuft im wesentlichen auf zwei Wegen: 
erstens durch £-Oxydation zur y-Amino-buttersiure, die offenbar 2 
Glutaminsaure carboxydiert wird; zweitens durch oxydative Desamni. 
nierung zu Adipinsiure, die zum Teil weiter abgebaut wird. 


Summary 


After feeding of e-Aminocaproic acid, y-aminobutyric acid (which 
normaly doesn’t occur), a significant increase of glutamic acid and 
1% of the stoechiometrically possible amount of adipic acid, together 
with an unchanged excreted fraction of the fed amino acid, were found 
in the urine. The catabolism of the fed amino acid proceeds mainly 
along two pathways: firstly by (-oxydation to y-aminobutyric acid, 
which apparently is carboxylated to glutamic acid, secondly by oxy- 
dative deamination to adipic acid, which is further partly degraded. 


Prof. Dr. K. Thomas, Medizinische Forschungsanstalt der Max-Planck- 
Gesellschaft, Gdttingen, Bunsenstr. 10. 
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Beschleunigung der Cytochrom-c-Oxydation durch Thyroxin 
(Vorlaufige Mitteilung) 
Von 
Jiirgen Schole 


Aus dem Institut fiir Physiologie und Ernahrung der Tiere, Universitat Miinchen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. Jhs. Briiggemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 1959) 


Im Jahre 1951 wurde von Martius und Hess berichtet!, daB das Thyroxin 
die oxydative Phosphorylierung durch Hemmung der ersten Phosphorylierungsstufe 
entkoppelt. Gleichzeitig wurde von den selben Autoren — unter Zuhilfenahme der 
bekannten Vorstellungen iiber die Atmungskontrolle durch das ADP-ATP-System* 
— die Annahme gemacht, da die physiologischen Wirkungen des Schilddriisen- 
hormons auf einer mehr oder weniger starken Koppelung von Atmung und oxy- 
dativer Phosphorylierung beruhen. Von Feldott und Lardy? wurde die selbe 
Wirkungsweise diskutiert. 

Gegen diese Vorstellung ist im wesentlichen eingewendet worden, daB sich 
eine Forderung der oxydativen Phosphorylierung durch Thyroxin, die unter 
physiologischen Bedingungen zu fordern ist und auch nachgewiesen werden konnte’, 
inder Art nicht vorstellen 148t. Weiterhin ist die Wirkungsweise antithyreoidaler 
Verbindungen, die sicher einen direkten peripheren Antagonismus zum Schild- 
drisenhormon aufweisen‘, nur unbefriedigend zu erklaren. 

Wir haben nun gefunden, da8 nach Gaben von 800 y pL-Thyroxin/Tier/Tag 
(Sprague-Dawley-Mannchen gleicher Wachstumsintensitaét, 100 g K6rpergewicht) 
die Geschwindigkeit der Cytochrom-c-Oxydation etwa parallel mit dem Grund- 
unsatz ansteigt (Tab. 1), bzw. da8 der P/O-Quotient entsprechend der Be- 
schleunigung der Cytochrom-c-Oxydation abnimmt. Die Korrelation zwischen 
P/O-Quotient und Cytochrom-c-Oxydation kann erst in einer ausfiihrlichen 
Mitteilung aufgezeigt werden. 

Der Grundumsatz wurde mit dem Geraét von Hartmann & Braun bestimmt’. 
Zur Bestimmung der Geschwindigkeit der Cytochrom-c-Oxydation wurden die 
Tiere dekapitiert, etwa 300 mg des zu untersuchenden Gewebes sofort in 5 ml 
eiskalter Rohrzuckerlésung (0,25m) homogenisiert und anschlieBend 5 Min. bei 
2500 U./Min. in der Kalte zentrifugiert. 1 ml des Uberstandes wurde mit Rohr- 
zuckerlésung ad 10 m/ verdiinnt und davon 0,1 m/l zum Test verwendet. Die Zeit- 
tiume zwischen der Gewebeentnahme, dem Homogenisieren und der Messung 
wurden konstant gehalten. 

Die Messung erfolgte im Eppendorf-Gerat bei 546 mu, d = 1 cm, bei 18°. 
Die Kiivette enthielt: 

2,2 ml Trispuffer, pH 7,4; 0,2 ml Na-Dithionit-Lésung; 0,5 ml Cytochrom- 

c-Lésung (2 - 10~4m) ,, Boehringer“; 0,1 ml Homogenat. 


* Verwendete Abkiirzungen: ADP = Adenosindiphosphorséure; ATP = 
Adenosintriphosphorsaure. 

1 C. Martius u. B. Hess, Arch. Biochem. Biophysics 88, 486 [1951]; Naunyn- 
Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 216, 45 [1952]. 

2 G. Feldott u. H. A. Lardy, Federation Proc. 10, 182 [1951]. 

3 T. R. Bronk, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 85, 562 [1959]. 

4 J. Schole u. K. Hieber, Vitamine u. Hormone 8, 78 [1958]. 

5 J.Schole u. F. Funk, Naturwissenschaften 44, 183 [1957]. 
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Die Konzentration der Dithionitlésung muB8te variiert werden, da sich das Ver. 
haltnis von reduziertem zu oxydiertem Cytochrome bei den _,,Boehringer“. 
Praparaten als nicht konstant erwies. In jedem Falle wurden nur 75%, des Cyto. 
chroms reduziert, um einen DithionitiiberschuB zu vermeiden. Die Extinktions. 
anderung wurde alle 30 Sek. abgelesen. Die Berechnung erfolgte aus der Anfangs. 
geschwindigkeit, bezogen auf Protein (EiweiSbestimmung iiber Kjeldahl-N > 6,25), 


Tab. 1. Cytochrom-c-Oxydation im Leberhomogenat und Grundumsatz. 





Cytochrom-c-Oxydation Grundumsatz 
Behandlung mpMol/120 Sek./ | Anderung Anderung 
0,1 mg Protein | (%) | Keal24Stdm. |" (o,) ® 





Thiouracil (9 Tage 0,2% 
im Futter) 11,1 + 0,9 0+ 1,2 
Unbehandelt 16,8 + 0,4 3 + 0,3 
1x 800 y pL-Thyroxin 21,4 + 0,6 + 27,4 25,4 + 0,7 + 25,2 
2 x 800 y pi-Thyroxin 24,5 + 0,8 + 45,8 28,2 + 1,0 + 38,8 


— 33,9 15, — 26,2 











Aus Tab. 2 148t sich entnehmen, daB alle untersuchten Organe eine erhebliche 
Beschleunigung der Cytochrom-c-Oxydation nach Thyroxingaben (3 x 800 y pL. 
Thyroxin) aufweisen. 


Tab. 2. Beschleunigung der Cytochrom-c-Oxydation in verschiedenen Organen 
(nach 3 x 800 y pL-Thyroxin ; Grundumsatz: 30,1 + 0,94 keal/24 Stdn.) Cytochrom. 
c-Oxydation in myMol/120 Sek./0,1 mg Protein. 





Organ Unbehandelt 3 x 800 y pt-Thyroxin Zunahme (%) 





Leber ... ... 16,8 28,6 70,0 
Zwerchfell . . . 55,9 94,9 70,0 
Niere ..... - 86,9 180,0 107,0 
Gehirn. . ... 124,2 240,0 93,5 











Der beobachtete Thyroxineffekt la8t sich auch an einem Cytochromoxydase- 
praparat nachweisen (s. Abbildung, a). Das Atmungsferment wurde nach K eilin 
und Hartree® dargestellt. Das Praparat enthielt praktisch kein Cytochrom b und, 
dagegen viel Cytochrom a. Die Oxydase wurde mit Phosphatpuffer, px 7,5, soweit 
verdiinnt, da8 0,1 m/ der Suspension in 120 Sek. etwa 24 mpMol Cytochrome 
oxydierte. Durch Zusatz von Thyroxin (Kurve 2), t-Adrenalin (Kurve 3) oder 
Dinitrophenol (Kurve 4) in sehr geringer Konzentration wird die Oxydations- 
geschwindigkeit gesteigert. Adrenalin hemmt in Konzentrationen ab 10-°m in 
steigendem MaBe. Der Thyroxineffekt wird erheblich verstérkt, wenn man das 
Hormon vor Zugabe des reduzierten Cytochroms c 30 Min. bei Zimmertemperatur 
mit der Oxydase reagieren 148t (s. Abbildung, b). Verschiebt man den py-Wert 
von 8,5 auf 7,4, so bleibt die Thyroxinwirkung aus. 

Die py-Abhangigkeit in vitro ebenso wie die Tatsache, daB der Thyroxin- 
effekt mit der Zeit zunimmt, sprechen fiir eine ,,Aktivierung‘‘ des Thyroxins durch 
Oxydation der phenolischen Hydroxylgruppe. Da das Redoxpotential des Thyroxins 
(E’5) etwa 800 mV (px 0) betragen diirfte, 148t sich dieses Hormon als Redox- 
system zwischen dem Cytochrom a und der Cytochromoxydase einreihen. Adrenalin 
und Dinitrophenol kénnen das Thyroxin anscheinend ersetzen. Ein derartiger 


me. D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B. 126, 
171 [1938]. 
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Oxydation von Cytochrom c durch Cytochromoxydase. a) Ansatz: 2,2 ml Trispuffer, 

pa 8,5; 0,2 ml Na-Dithionitlésung ; 0,5 ml Cytochrom-c-Lésung (2 - 10~4m); 0,1 ml 

Oxydase. 1: Ohne Zusatz; 2: 8,4-10-8m Thyroxin; 3: 2,7 + 10~’m L-Adrenalin; 

4: 3,5 * 10-®m 2.4-Dinitro-phenol. b) Ansatz: wie bei a, jedoch 30 Min. Préinkubation 

vor der Zugabe von Cytochrome und Dithionit. 1: Ohne Zusatz; 2: 8,4- 10-*m 
Thyroxin 


RedoxprozeB ist bereits von Niemann’ postuliert worden. Vermutlich handelt es 
sich bei dem wirksamen System um einen Einelektroneniibergang zwischen dem 
Thyroxin-Chinon und dem Semichinonradikal, und zwar wird das Chinon an- 
scheinend durch Cytochrom c reduziert und das Semichinon durch das Atmungs- 
ferment oxydiert: 





J J J J 
a en . . o< So )-8 
a a ie: ie 

. J J 


R = CH,-CH (NH,)-C0,° 


Die Oxydation des Thyroxins zum Chinon scheint bei py 8,5 durch die 
(ytochromoxydase erfolgen zu kénnen. In vivo bei physiologischem py-Wert muB8 
eine andere Méglichkeit in Betracht gezogen werden, die von uns zur Zeit unter- 
sucht wird. , 

Die vorgelegten Ergebnisse sprechen dafiir, da8 das Thyroxin den Elektronen- 
ibergang zwischen dem Cytochrom c und dem Warburgschen Atmungsferment 
beschleunigt. Die Férderung der oxydativen Phosphorylierung durch Thyroxin 
kénnte als Beschleunigung des Elektronendurchganges durch das phosphorylierende 
System’ der Atmungskette verstanden werden. Uber’die'Hemmung von Fermenten 
der Atmungskette oberhalb des Cytochromsc durch antithyreoidale Stoffe werden 
wirim Zusammenhang mit Versuchen iiber die Wirkungsweise des Insulins berichten. 


Frau L. Waertel wird fiir fleiBige Mitarbeit herzlich gedankt. Der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Gewahrung von Personal- und 
Sachbeihilfen. 


7 C. Niemann, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 7, 167 [1950]. 
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Zusammenfassung 


DL-Thyroxin (800 y/Tier/Tag) steigert die Geschwindigkeit der Cytochrom.. 
Oxydation in allen untersuchten Organen (Leber, Niere, Zwerchfell und Gehirn) 
mannlicher Ratten. Die gefundene Steigerung entspricht prozentual etwa der Zy. 
nahme des Grundumsatzes. 

Auch die Cytochrom-c-Oxydation durch ein Cytochromoxydasepraparat wird 
bei px 8,5 (nicht aber bei pq 7,4) durch Thyroxin, L-Adrenalin und 2.4-Dinitro. 
phenol beschleunigt. Der Thyroxineffekt wird wesentlich verstarkt, wenn man das 
Hormon mit der Oxydase prainkubiert. 

Diese vorlaufigen Ergebnisse werden dahingehend gedeutet, daB das Thyroxin 
als Redoxsystem den Elektroneniibergang zwischen dem Cytochroma und der 
Cytochromoxydase beschleunigen kann. 


Summary 


The rate of oxidation of cytochrome c is increased by pL-thyroxine (800 yg/ 
animal/day) in all organs of male rats which have been studied (liver, kidney, 
diaphragm and brain). The increase parallels the percent rise in the basal meta. 
bolic rate. 

The oxidation of cytochrome c by a cytochrome oxidase preparation at py 8.5 
(but not at px 7.4) is also accelerated by thyroxine, L-adrenalin and 2,4-dinitro. 
phenol. The effect of thyroxine is significantly increased when the hormone is 
preincubated with the oxidase. 

These preliminary results are interpreted as evidence for the acceleration by 
thyroxine of the electron transfer between cytochrome a and cytochrome oxidase, 


Dr. J . Schole, Institut fiir Physiologie und Erndhrung der Tiere der Universitat, 
Miinchen, VeterinarstraBe 13. 
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Uber die N-terminale Sequenz der B-Kette 
des menschlichen Hamoglobins 


Von 


Norbert Hilsechmann und Gerhard Braunitzer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Dezember 19:9) 
‘ 


Das Protein aus Humanhaémoglobin wurde mit Harnstoff denaturiert?, gegen 
/16HCI bei 4° 24 Stdn. dialysiert und im pq-Stat bei py 2,0 und 37° mit Pepsin 
gespalten. Um eine mdéglichst spezifische Spaltung zu erzielen, lieBen wir das Ferment 
nur 30 Min. einwirken; das Substrat-Enzym-Verhiltnis betrug 1:200. Die Ver- 
dauung wurde durch Zugabe von Natronlauge beendet, das Hydrolysat anschlieBend 
iber Dowex 1X2 chromatographiert?. 

Wir berichten iiber die Isolierung des Peptids R,: Dieses wird bei Standard- 
versuchsbedingungen bei pq 6,4 aus der Dowex-1 X2-Saule erhalten. Der RLeu-Wert* 
in Butanol/Essigsiure/Wasser 4:1:1 ist 0,49, in der Hochspannungselektrophorese 
wandert das Peptid in Pyridin/Acetat-Puffer*, py 6,4, mit einem Riys-Wert* von 
0,23. Die Aminosaéuren wurden nach Spackman, Stein und Moore‘ mit folgendem 
Ergebnis quantitativ bestimmt: 

Lys,, His,, Thr,, Ser,, Glu,, Pro,, Ala, Val,, Leu. 
Dieses Peptid wurde anschlieBend mit Trypsin gespalten. Wir erhielten in der 
Hochspannungselektrophorese zwei Banden: Riys = 0,11 fiir Rab und 0,19 fiir Rsa. 
Die Bande Rga zeigt im Spriihtest eine positive Histidinreaktion. Die quantitative 
Analyse der Bausteine hatte folgendes Ergebnis: 
Resa: Lys,, His,, Thr,, Glu,, Pro,, Val,, Leu, 
Resp: Thr,, Ser,, Ala,, Val,, Leu, 
Die Summe der Bruttoformeln der beiden Spaltpeptide ergibt in guter Uber- 
dnstimmung die Bruttoformel des peptischen Peptids R,. 
Vor kurzem berichteten wir iiber die Isolierung der tryptischen Peptide aus 
Humanglobin, iiber die quantitative Bestimmung der Aminosaurereste der einzelnen 
Spaltprodukte und iiber deren Zuordnung zu den beiden Peptidketten5. Das Nona- 
peptid HTg; der B-Kette mit der Bruttoformel Leu,, Val,, Ala,, Gly,, Ser,, Thr,, 
Try,, Lys, wurde nun in n/16 HCl 20 Stdn. bei 37° mit Pepsin gespalten. Wir 
ehielten anschlieBend in der Hochspannungselektrophorese bei px 6,4 zwei Spalt- 
produkte. Die basische Komponente HT gia (RLys = 0,43) ist im Spriihtest trypto- 








* Die Charakterisierung der Wanderungsgeschwindigkeit der Peptide erfolgt 
rlativ unter Bezugnahme der Wanderungsgeschwindigkeit Rieu = 1 fiir Leucin 
in der Verteilungschromatographie und Riys = 1 fiir Lysin in der Hochspannungs- 
dektrophorese. 

1 B. Liebold u. G. Braunitzer, diese Z. 315, 271 [1959]. 

2 G. Braunitzer, B. Liebold, K. Hilse u. V. Rudloff, Angew. Chem. 71, 
376 [1959]; V. Rudloff u. G. Braunitzer, diese Z., im Druck. 

3 H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951]. 

4D. H.Spackman, W.H.Stein u. S.Moore, Analytic Chem. 30, 1190 


{1958}. 
5 K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 603, 604 [1959]. 
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phanpositiv, nach totaler Hydrolyse sind noch die Aminosauren Glycin und Lysin 
nachweisbar. Die Bruttoformel des Neutralpeptides HTgsp (Riys = 0,11) wurde 
im Analysator wie folgt ermittelt: 

Thr,, Ser,, Ala,, Val,, Leu. 

Die Peptide HTgsp und Rgp haben dieselben Rieu- und Riys-Werte und die. 
selben Bruttoformeln, mit anderen Worten, das peptische Spaltprodukt deg 
tryptischen Peptids HTgp und das tryptische Spaltprodukt des peptischen Peptids 
R, sind identisch und stammen aus demselben Bereich der Peptidkette. Hieraus 
geht auBerdem eindeutig hervor, daB dem Peptid HTgg in der Kette das tryptische 
Peptid HT gs folgt. 

Das Peptid Raa (= HT 0) ist mit dem Ingram-Peptid I®, in dem der spezifische 
Austausch einer Aminosaure bei der Sichelzellenanimie erfolgt, identisch. Uber die | 
Sequenz des Peptids wurde kiirzlich erneut berichtet’. Es enthalt die N-terminale 
Sequenz Val-His-Leu. Dieselbe Sequenz wird als N-terminale Gruppe im nativen 
Hamoglobin der £-Kette vorgefunden*,»*. Es wurde daher vermutet, daB dieses 
Peptid am N-terminalen Ende der f-Kette vorliegt. 

Aus den von uns beschriebenen Versuchsbedingungen kann erwartet werden, 
daB jedes Peptid aus der Mitte einer Peptidkette einen aromatischen Aminosiure. } 
rest enthalt (wie bei der Spaltung mit Trypsin je einen Lysin- oder Argininrest), | 
Die Abwesenheit eines solchen Restes ]48t vermuten, daB das hier beschriebene | 
peptische Peptid R, tatsichlich an dem N- terminalen Ende der B-Kette vorliegt. 
Die Tatsache, da8 ferner nach tryptischer Spaltung eines peptischen Peptids mit 
nur einer basischen Aminosaure ein vollstandiges tryptisches Peptid erhalten wird, 
legt weiterhin den SchluB nahe, daB das peptische Peptid vom N-terminalen Ende 
der Peptidkette stammt. Die hier gegebenen Versuche sind daher eine weitere 
Bestatigung der Vermutung, daB das ,,Sichelzellpeptid“ tatsachlich am N-terminalen | 
Ende der £-Kette vorliegt. 

Die hier geschilderten Ergebnisse lassen sich zusammen mit den Befunden 
von Ingram iiber die wahrscheinlich N-terminale Sequenz’ wie folgt darstellen: 


Trypsin Pepsin Trypsin 


Val-his-leu-thr-pro-glu-glu-lys—(ser, ala, ala, thr, val, leu)—(try, gly, lys)— 








1°28 4 6 #@ 7 8 9—14 15—17 
= ee R3 > 
<_____—_—— Raa > Rab —s> 

<—— HT gs» ————— <— HT 5a — 

< — HT go oe HTg5 —-— oa 


Fraulein B. Schrank und Fraulein K. Haselhorst danken wir fiir die wert- 
volle Mithilfe, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unterstiitzung — 
der Arbeit. 


Zusammenfassung 


Nach tryptischer Spaltung eines peptischen Peptids aus Humanhaémoglobin © 
wird das von Ingram’ isolierte Peptid, in dem der spezifische Austausch einer | 
Aminosaure bei der Sichelzellanamie stattfindet, erhalten. Aus diesen und weiteren — 
experimentellen Daten wird auf die Lage dieses Peptids innerhalb der £-Kette des 
menschlichen Hamoglobins geschlossen. 


6 V.M. Ingram, Nature [London] 180, 326 [1957]. 

7 J. A. Hunt u. V. M. Ingram, Nature [London] 184, 640 [1959]. 

8 W. A. Schroeder, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 17, 363 a4 

® G. Braunitzer, diese Z. 312, 72 [1958]; H.S. Rhinesmith, W. 
Schroeder. .u. N. Martin, J. Amer. chem. Soc. 80, 3358 [1958]. 
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| Lysin Summary 


wurde The peptide isolated by Ingram’, in which the specific exchange of one 
amino acid occurs in sickle-cell anaemia, has been obtained by tryptic hydrolysis 
ofa peptic peptide of human haemoglobin. From this and other experimental data 

nd die. § the position of this peptide within the £-chain of human haemoglobin has been 

kt des  scertained. 

-eptids 

lieraus Dr.G@. Braunitzer, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 

Dtische J loethestrae 33. 


: wert- 
itzung Nachtrag 

In der Arbeit ,,Uber die Regenerierang der Aminosaéuren aus ihren Dinitro- 
globin phenyl-Derivaten“ von B. Liebold u. G. Braunitzer (diese Z. 316, 170 [1959]) 


“einer | st auf 8.171, unter ,,Beschreibung der Versuche“, 8. Zeile von oben wie folgt zu 
iteren 4 erginzen: 
te des © : f 

,»».. und das eingeschlossene Réhrchen wird 1 Stde. auf 100° erhitzt.“ 


G. Braunitzer 





